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70. Zusammenfassung
Sowohl bei der Wundheilung und Narbenbildung als Modell für Fibrosierung, als auch bei
der Urtikaria ist beim Menschen eine Mastzellvermehrung bekannt. Während die Mastzelle
bei der Urtikaria als Effektorzelle eine Schlüsselfunktion ausübt, ist bisher nicht geklärt, ob
sie in ähnlich aktiver Weise zur Wundheilung beiträgt. Insbesondere liegen bisher wenige In
vivo-Daten zu Mastzellen bei der menschlichen Wundheilung vor. Daher haben wir humanes
Narbengewebe (N = 20) im Vergleich zu normaler Haut (N = 10) und zu Urtikaria (N = 26)
hinsichtlich Mastzellphänotyp sowie Wachstumsfaktoren mit Einfluß auf Proliferation und
Differenzierung von Mastzellen untersucht.
Mittels enzymhistochemischer sequentieller Doppelfärbung der Mastzellproteasen Chymase
und Tryptase zur Bestimmung des Mastzellsubtyps haben wir in Narben eine Umkehr des
Verhältnisses von MCT zu MCTC (91 : 9) im Vergleich zu normaler Haut (11 : 89) ermittelt.
Die Verminderung von MCTC in Narben war hochsignifikant gegenüber normaler Haut. Die-
ses Verschwinden von MCTC in Narben entspricht sogenannten „Phantommastzellen“ bei
sklerosierenden Prozessen der Haut in der Literatur und paßt zum Konzept der Degranulati-
on. Die Zahl von MCT unterschied sich in Narben nicht signifikant von der in normaler Haut.
Bei Ermittlung der Mastzellzahl mittels immunhistochemischer Markierung des SCF-R c-Kit
(APAAP-Methode) zeigte sich eine deutliche Zunahme von Mastzellen in Narben. c-Kit wird
sowohl von reifen, als auch von unreifen Mastzellen exprimiert, so daß die im Vergleich zu
den mit den anderen Färbemethoden dargestellten Zellen höhere Anzahl c-Kit-positiver Zel-
len für die Präsenz unreifer Mastzellen in Narben spricht.
In Gewebsextrakten von Narben ließen sich durch Messung der Proteaseaktivitäten und in
der semiquantitativen RT-PCR ein signifikanter Anstieg der Tryptaseaktivität sowie eine si-
gnifikante Abnahme der Chymaseaktivität nachweisen. Diese Befunde passen zu den immun-
histochemisch in Narbengewebe erhobenen Ergebnissen mit einerseits ausgeprägter Vermin-
derung von MCTC, andererseits kontinuierlicher Präsenz von MCT, die durch andauernde
protrahierte Sekretion zur Erhöhung der Tryptaseaktivität führen könnten.
Bei der Bestimmung der mitogenen Wirkung der Mastzellproteasen auf Keratinozyten und
Fibroblasten zeigte sich eine Zunahme der mitogenen Antwort von Fibroblasten. Beide Pro-
8teasen übten keinerlei mitogenen Effekt auf HaCaT-Keratinozyten aus. Diese Befunde bestäti-
gen die proliferationsfördernde Wirkung von Tryptase auf Fibroblasten und zeigen denselben
Effekt auch für Chymase. Die bei Gewebstraumatisierung freigesetzten Mastzellproteasen
könnten auf diese Art zur Bindegewebsreparatur beitragen.
Sowohl immunhistochemisch untersuchte SCF- und c-Kit-positive Zellen in Narben, als auch
SCF-mRNA in Narbengewebe waren im Vergleich zu normaler Haut signifikant erhöht. In
Narbengewebe stellen zahlreiche Zellen wie Fibroblasten, Endothel- und Mastzellen Quellen
für die SCF-Sekretion dar. SCF-R-positive Zellen im Korium sind ausschließlich Mastzellen,
so daß davon ausgegangen werden kann, daß SCF bei der Wundheilung Effekte über diese
Zellen ausübt. Insbesondere scheinen Fibroblasten-Mastzell-Interaktionen via SCF / c-Kit
Bedeutung bei der Wiederherstellung der Bindegewebshomöostase zu haben.
NGF ist sowohl als wundheilungsfördernder Faktor, als auch als Mastzellwachstums- und -
differenzierungsfaktor bekannt und wird von etlichen Zellen, darunter auch Mastzellen, ex-
primiert. Weder immunhistochemisch, noch in der semiquantitativen RT-PCR ließen sich je-
doch Unterschiede zwischen Narbengewebe und normaler Haut bezüglich NGF-
exprimierender Zellen und NGF-mRNA feststellen. Die NGF-R TrkA und p75 zeigten sich
dagegen beide in Narbengewebe gegenüber normaler Haut vermehrt vorhanden, sowohl im-
munhistochemisch als auch in der RT-PCR. Diese Befunde stimmen mit der beschriebenen
Expression dieser Rezeptoren auf verschiedenen Zelltypen überein, die bei der Wundheilung
beteiligt und aktiviert sind, unter anderem Mastzellen (NGF-R-TrkA).
Hinsichtlich der immunhistochemischen Expression von GM-CSF und seines Rezeptors und
der Bestimmung der jeweiligen mRNA ergaben sich Unterschiede zwischen Narben und nor-
maler Haut lediglich für GM-CSF-R-positive Zellen, die sich immunhistochemisch in der
mittleren und tiefen Dermis, insbesondere in frischen Narben, vermehrt zeigten. Diese er-
höhte GM-CSF-R-Expression läßt sich durch das besonders in frühen Phasen der Narbenbil-
dung dichtere Entzündungsinfiltrat erklären, das dendritische Zellen, Monozyten, Eosinophile
und Neutrophile enthält, die den GM-CSF-R exprimieren können.
Der für die Wundheilung als wichtig erachtete Wachstumsfaktor TGF-β, der auf Mastzellen
eine starke chemotaktische Wirkung ausübt, und seine beiden in den Untersuchungen berück-
sichtigten Rezeptoren TGF-β-R I und II waren erwartungsgemäß jeweils immunhistochemisch
9und in der RT-PCR in Narbengewebe signifikant hochreguliert gegenüber normaler Haut.
Durch FACS-Analyse gelang erstmalig der Nachweis der TGF-β-Rezeptoren Typ I und II auf
isolierten Hautmastzellen. So könnte TGF-β mittels seiner Rezeptoren auf Mastzellen und
aufgrund seiner chemotaktischen Wirkung auf Mastzellen zu ihrer Rekrutierung und Prolife-
ration bei der Wundheilung beitragen.
Bei der Urtikaria als ebenfalls mit Mastzellvermehrung assoziierter, jedoch pathogenetisch
ganz andersartiger Krankheit haben wir einerseits auch die kutane Expression von Wachs-
tumsfaktoren und ihrer Rezeptoren mit Einfluß auf Proliferation und Differenzierung von
Mastzellen untersucht (SCF, SCF-R, NGF-R-TrkA, NGF-R-p75, GM-CSF, GM-CSF-R), an-
dererseits proentzündliche und chemotaktische Zytokine (IL-3, TNF-α), die eine Rolle bei der
Pathogenese der Urtikaria spielen könnten.
Im Gegensatz zu Narbengewebe zeigte sich die immunhistochemische epidermale und der-
male Expression von SCF in läsionaler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten
vermindert gegenüber normaler Haut. Trotz erhöhter Mastzellzahl in Urtikariagewebe ergab
sich ebenfalls keine Zunahme der Zahl c-Kit-positiver dermaler Zellen im Vergleich zu nor-
maler Haut. Mögliche Erklärungen für diese Befunde sind vielfältig, wurden jedoch nicht
weiter verfolgt.
GM-CSF und sein Rezeptor wurden immunhistochemisch nur von wenigen Zellen exprimiert
ohne Unterschiede zwischen den untersuchten Geweben. Bei der immunhistochemischen Un-
tersuchung der NGF-R war auch die NGF-R-TrkA-Expression in den untersuchten Geweben
gleich. Die endotheliale und perivaskuläre NGF-R-p75-Expression zeigte sich dagegen in
läsionaler im Vergleich zu nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten und zu normaler
Haut vermindert. Ein bei Urtikariapatienten laut Literatur erhöht gefundener NGF-
Serumspiegel könnte zu einer Herabregulation des p75-Rezeptors führen.
Die immunhistochemische Untersuchung von Urtikariagewebe hinsichtlich der Expression
der proentzündlichen und chemotaktischen Zytokine IL-3 und TNF-α ergab für beide ähnliche
Ergebnisse mit signifikanter Hochregulation der Expression auf dermalen Endothelzellen, z.
T. auch auf perivaskulären Zellen, und zwar sowohl in läsionaler, als auch in nicht-läsionaler
Urtikariahaut im Vergleich zu normaler Haut. In Verbindung mit Daten aus der Literatur
stützen die Befunde ein pathophysiologisches Konzept der Urtikaria, bei dem die durch zirku-
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lierende Faktoren unterschwellig aktivierte Endothelzelle bereits auf geringe oder unspezifi-
sche Reize reagiert.2
                                                
2Die hier dargestellten Ergebnisse wurden in folgenden Arbeiten publiziert: (Algermissen et
al., 1999; Artuc et al., 1999; Henz et al., 2000; Hermes et al., 2000; Hermes et al., 1999).
Weitere Publikationen sind im Druck (a), beziehungsweise in Vorbereitung (b):
a) Hermes, B., Welker, P., Feldmann-Böddeker, I., Krüger-Krasagakes, S., Hartmann, K.,
Zuberbier, T. & Henz, B.M. Expression of mast cell growth modulating and chemotactic fac-
tors and their receptors in human cutaneous scars. J Invest Dermatol.
b) Hermes, B., Zuberbier, T., Haas, N. & Henz B.M. Expression of mast cell growth modu-
lating factors and their receptors in urticaria.
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1. Die Mastzelle
1.1. Historie
Erstmals wurde die Mastzelle 1878 von Paul Ehrlich beschrieben. Er wählte diese Bezeich-
nung aufgrund ihres meist üppigen, mit Granula wie „gemästet“ erscheinenden Aussehens
(Ehrlich, 1878). Im Gegensatz zu den Basophilen, mit denen sie viele Eigenschaften gemein-
sam hat, ist sie gewebeständig und als reife Mastzelle nicht im peripheren Blut vorhanden.
1925 wird sie als verwandelte Bindegewebszelle mit noch völlig ungeklärten Aufgaben be-
zeichnet (Kyrle, 1925).
Die Isolierung von Mastzellen aus Geweben zwecks Erforschung war zunächst nicht möglich.
Fortschritte bei ihrer Charakterisierung wurden in den 70er und 80er Jahren durch Untersu-
chungen an transgenen Mäusen, die Defekte in der Mastzellentwicklung und -homeostase
aufweisen, sowie durch die Etablierung von Mastzellkulturen erzielt. Entscheidend war auch
die Identifizierung von haematopoetischen Stammzellen als Progenitoren, die Untersuchun-
gen zugänglich wurden. Mit Identifizierung und Charakterisierung einer zunehmenden Zahl
von Mastzellmediatoren, -chemoattraktoren sowie Differenzierungsfaktoren und Rezeptoren
werden immer mehr Funktionen und Interaktionen der Mastzelle im Rahmen allergischer und
entzündlicher Prozesse sowie beim Gewebeumbau deutlich.
Zahlreiche Erkenntnisse zur Mastzelle wurden im Mausmodell und durch Zellkulturen ge-
wonnen und müssen durch zusätzliche Erhebung von In vivo-Daten ergänzt werden, um die
vielfältigen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen im Gewebe zu berücksichtigen.
1.2. Entwicklung der Mastzelle
1979 konnte Kitamura zeigen, daß Mausmastzellen den blutbildenden Geweben wie dem
Knochenmark entstammen (Kitamura et al., 1979). Für die humane Mastzelle wurde die Ab-
stammung von CD34-positiven Stammzellen aus dem Knochenmark 1991 in vitro und 1994
in vivo nachgewiesen (Födinger et al., 1994; Kirshenbaum et al., 1991). Die pluripotenten
CD34-positiven haematopoetischen Stammzellen des Knochenmarks entwickeln sich unter
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dem Einfluß von Wachstumsfaktoren zu den jeweiligen blutbildenden Zell-Linien sowie zu
Mastzellprogenitoren (Whetton & Spooncer, 1998). Die Wachstumsfaktoren haben einerseits
überlappende Effekte, andererseits Auswirkungen auf verschiedene Zell-Linien. Gegenwärtig
wird die Vorstellung favorisiert, daß haematopoetische Stammzellen sich gemäß einem intrin-
sischen Zellprogramm in eine bestimmte Richtung entwickeln (stochastisches Modell) und
nicht durch den Einfluß von Zytokinen in diese Richtung gelenkt werden (deterministisches
Modell) (Metcalf, 1998; Nishijima et al., 1997). Beim Fetus gelangen die Stammzellen über
die Blutbahn in das Knochenmark. Noch im Nabelschnurblut des Neugeborenen finden sich
haematopoetische Stammzellen als mögliche Quelle für Stammzelltransplantationen (Brox-
meyer et al., 1989). Mastzellvorläufer aus den blutbildenden Geweben zirkulieren mit dem
Blut bis zur Einwanderung in die Gewebe aller größeren Organe, wo sie die weitere Differen-
zierung zu reifen Mastzellen durchlaufen (Czarnetzki et al., 1995).
Aus Nabelschnurblut gewonnene Stammzellen sowie Mastzellvorläufer aus dem peripheren
Blut wurden für In-vitro Studien kultiviert, und zahlreiche Erkenntnisse zur Regulation der
Mastzellentwicklung und -differenzierung konnten gewonnen werden (Furitsu et al., 1989).
Ein komplexes Netzwerk von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, Rezeptoren, extrazellulärer
Matrix mit synergistischen und antagonistischen Effekten ist beteiligt.
Im Maussystem entwickeln sich Knochenmarkzellen unter dem Einfluß der Wachstumsfakto-
ren GM-CSF und M-CSF zu Mastzell-artigen Zellen (Brambilla et al., 1993). Gleichfalls für
murine Mastzellen ist IL-3 ein wichtiger Wachstumsfaktor in der frühen Phase der Mastzel-
lentwicklung, wohingegen SCF mehr Bedeutung in der späteren Phase hat. Verstärkt werden
die Effekte von IL-3 und SCF durch IL-4, abgeschwächt durch GM-CSF (Bressler et al.,
1989; Rottem et al., 1994).
Humane haematopoetische Stammzellen aus Nabelschnurblut bilden unter dem Einfluß von
SCF und / oder NGF Mastzellcharakteristika wie Tryptase, Chymase, c-Kit und FcεRI aus
(Welker et al., 2000a). Auch Mastzellvorläufer aus dem peripheren Blut beim Menschen be-
sitzen weder Tryptase, noch c-Kit, und nur wenige exprimieren den FcεRI. Diese Merkmale
entwickeln sich jedoch in vitro während der Kultur mit SCF (Welker et al., 2000b). Im Ge-
gensatz zum entwicklungsfördernden Effekt auf die Mausmastzelle üben IL-3 und IL-4 auf
die SCF-abhängige Differenzierung der humanen Mastzelle eine inhibitorische Wirkung aus
(Sillaber et al., 1994). Auch GM-CSF hemmt die Differenzierung unreifer HMC-1-Zellen, die
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sie in der Kultur mit Fibroblasten-Überstand üblicherweise durchlaufen, wie die Entwicklung
von Tryptase- und FcεRI-Aktivität sowie Histaminexpression (Welker et al., 1997).
Wodurch die Mastzellvorläufer, die mit dem peripheren Blut zirkulieren, zur Einwanderung in
Gewebe veranlaßt werden, ist bisher nicht bekannt. Wahrscheinlich werden sie durch Che-
moattraktoren, die bei entzündlichen Prozessen freigesetzt werden, angezogen und verlassen
die Gefäße mittels Bindung an Adhäsionsmoleküle, die sie ebenso wie Endothelzellen expri-
mieren (Weber et al., 1997). Als potente Attraktoren für Mastzellen gelten unter anderem
SCF, C3a, C5a, IL- 8 und Mitglieder der TGF-β - Familie (Hartmann et al., 1997; Lippert et
al., 1998; Nilsson et al., 1994a; Olsson et al., 2000). Mastzellen finden sich in fast allen Or-
ganen und gruppieren sich besonders um Nerven, Blut- und Lymphgefäße. Vor allem in den
Organen, die die Grenzflächen des Organismus nach außen bilden, nämlich Haut, Lunge und
Gastrointestinaltrakt, sowie im Gehirn werden zahlreiche Mastzellen angetroffen. In den ver-
schiedenen Geweben erfolgt weitere Ausreifung und Differenzierung der Mastzelle, wahr-
scheinlich wiederum gesteuert von Zytokinen und extrazellulären Matrixkomponenten abhän-
gig vom jeweiligen Mikromilieu (Longley et al., 1997a). In den Geweben sind die Mastzellen
langlebig (Padawer, 1974). Mitosen finden sich nur selten, so daß eine Mastzellvermehrung
am ehesten durch Einwanderung von Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut erzielt wird.
1.3. Morphologie der Mastzelle
Mastzellen sind 6 - 17 µm große mononukleäre Zellen mit zahlreichen zytoplasmatischen
Granula, die sich dank ihres Gehalts an Glykosaminoglykanen durch metachromatisches Fär-
beverhalten auszeichnen, das bei der Toluidinblaufärbung genutzt wird. Der Nucleus ist elek-
tronenmikroskopisch ungelappt, in den Granula sind Mediatoren wie Histamin, Proteasen und
Proteoglykane enthalten. In der Zellmembran finden sich diverse Rezeptoren für Wachs-
tumsmoleküle, darunter der SCF-Rezeptor c-Kit, Sekretionsaktivatoren, z. B. der hochaffine
IgE-Rezeptor FcεRI, und Adhäsionsmoleküle (Grabbe et al., 1994a; Metcalfe et al., 1997;
Weber et al., 1995).
Mastzellen weisen sowohl eine speziesabhängige, als auch organabhängige Heterogenität auf.
Bei Nagetieren werden Mukosamastzellen von Bindegewebsmastzellen unterschieden. Erstere
finden sich vorwiegend in der Dünndarmmukosa, letztere in Dünndarmsubmukosa, Haut,
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Skelettmuskulatur und serösen Oberflächen. Sie unterscheiden sich hinsichtlich Morphologie,
Färbeverhalten, Mediatorgehalt sowie ihrer Ansprechbarkeit auf Cytokine (Welle, 1997). Wie
an mastzelldefizienten Mäusen gezeigt werden konnte, sind diese Unterschiede durch das
umgebende Mikromilieu bedingt. In andere Gewebe transplantierte Mastzellen nehmen die
Eigenschaften der dort normalerweise anzutreffenden Mastzellen an (Irani & Schwartz,
1989).
Eine gebräuchliche deskriptive Subtypisierung der humanen Mastzelle basiert auf ihrem Ge-
halt an neutralen Proteasen in den zytoplasmatischen Granula (Welle, 1997). MCT enthalten
ausschließlich Tryptase und werden von MCTC unterschieden, die neben Tryptase auch
Chymase sowie Carboxypeptidase und eine Cathepsin - ähnliche Proteinase enthalten (weite-
res siehe unter 1.4.1.3). Humane Mastzellen weisen auch eine Heterogenität hinsichtlich des
Zytokinprofils auf, das sich in Abhängigkeit von Lokalisation und Stimulation bzw. Kultur-
bedingungen ändern kann (siehe auch unter 1.5.2) (Bradding et al., 1995b; Lorentz et al.,
2000).
1.4. Mediatoren
Mastzellen besitzen einerseits präformierte, in sekretorischen Granula gelagerte Mediatoren
wie Histamin, Proteasen und Proteoglykane (Heparin, Chondroitinsulfat E), außerdem TNF-α
und VEGF. Andere Mediatoren werden nach Mastzellaktivierung sehr schnell aus Membran-
phospholipiden generiert, darunter Leukotriene (LTB4, LTC4), Komplementfaktoren (C3a,
C5a) und PAF. Die Mastzelle produziert außerdem Wachstumsfaktoren, Adhäsionsmoleküle
und Zytokine, unter anderem IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, FGF-2, PDGF, GM-CSF, TGF-β
sowie NGF, und besitzt etliche membranständige Rezeptoren. Diese Eigenschaften deuten auf
multiple Effektorfunktionen der Mastzelle nicht nur bei allergischen Reaktionen, sondern
auch bei Gewebeumbau und –wiederherstellung hin. Im folgenden wird auf die Mediatoren
und Rezeptoren ausführlicher eingegangen, auf die sich die weiter unten beschriebenen Un-
tersuchungen an humanem Narben- und Urtikariagewebe konzentrieren.
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1.4.1. Proteasen
1.4.1.1. Tryptase
Tryptase ist eine neutrale Serinprotease und wesentlicher Bestandteil der Mastzellgranula. Als
spezifischer Mastzellmarker ist sie in praktisch allen, auch unreifen humanen Mastzellen ent-
weder in der β- oder zusätzlich in der α-Form enthalten, wohingegen Basophile nur geringe
Mengen von α-Tryptase aufweisen (Algermissen et al., 1994; Harvima et al., 1999; Huang et
al., 1999; Irani & Schwartz, 1989; Xia et al., 1995). Sie entwickelt enzymatische Aktivität
erst, wenn sich die vier 34 - 37 kD großen Untereinheiten zu einem mit Heparin assoziierten
stabilen Tetramer verbunden haben (Harvima et al., 1988; Schwartz et al., 1981). Bisher sind
eher wenige physiologische Substrate der Tryptase identifiziert wie Fibrinogen oder Kom-
plement C3, das zum Komplementfaktor 3a metabolisiert wird (Huang et al., 1997; Schwartz
et al., 1983). Tryptase ist in der Lage, das Neuropeptid VIP, jedoch nicht Substanz P zu inak-
tivieren (Caughey et al., 1988).
Tryptase beeinflußt den Bindegewebsmetabolismus in vielerlei Hinsicht. Einerseits fördert sie
die Bindegewebsneubildung, andererseits begünstigt sie Ab- bzw. Umbauprozesse und könnte
damit eine Rolle im Rahmen der Wundheilung übernehmen (Gruber & Schwartz, 1990). Zu
den beschriebenen Effekten von Tryptase gehören Erhöhung der Typ I-Kollagen-Synthese
humaner Lungenfibroblasten, Hochregulierung der Prokollagen-mRNA-Synthese humaner
dermaler Fibroblasten, Aktivierung von Prokollagenase zu Kollagenase und von Pro-
Urokinase sowie Spaltung von Typ IV-Kollagen, Fibronektin, Elastase und Proteoglykanen
(Atkins & Clark, 1987; Cairns & Walls, 1997; Gruber et al., 1997; Gruber et al., 1989; Lohi
et al., 1992; Stack & Johnson, 1994). Tryptase steigert die Fibroblastenproliferation sowohl
im Tiermodell als auch beim Menschen (Akers et al., 2000; Hartmann et al., 1992; Levi-
Schaffer & Kupietzky, 1990; Levi-Schaffer & Rubinchik, 1995; Ohtsuka, 2000; Ruoss et al.,
1991; Trautmann et al., 1998). Daneben wurde Tryptase von HMC-1-Zellen in vitro als an-
giogenetischer Faktor identifiziert (Blair et al., 1997). Außerdem wurden mitogene Effekte
von Tryptase auf Epithelzellen in vitro beschrieben sowie Stimulation der IL-8-Freisetzung
aus Epithelzellen in Verbindung mit einer Hochregulierung der ICAM-1-Expression (Cairns
& Walls, 1996).
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1.4.1.2. Chymase
Nach Tryptase ist Chymase die zweite in größeren Mengen in Mastzellgranula vorhandene
Protease - ebenfalls eine Serinprotease mit einer Molmasse von ca 25 kDa. Entsprechend der
Verteilung der MCTC wird sie vor allem in Haut, Darmsubmukosa und in geringen Mengen
in der Lunge angetroffen. Unreife Mastzellen zeigen keine Chymaseaktivität (Czarnetzki et
al., 1995). Chymase konvertiert Angiotensin I zu Angiotensin II, fördert die sekretorische
Aktivität der submukösen Drüsen der Atemwege und inaktiviert Bradykinin und Kallidin so-
wie Substanz P und VIP (Nadel, 1991). Erst kürzlich wurde gezeigt, daß aus Mastzellgranula
freigesetzter SCF durch Chymase zur biologisch aktiven Variante SCF1-159 gespalten wird
(de Paulis et al., 1999a; Longley et al., 1997b). Diese Fähigkeit kann zu autokrinen Rück-
kopplungsmechanismen der Mastzellrekrutierung beitragen.
Am 3. Tag nach Setzen einer Wunde bei der Maus waren Mastzellzahl und Chymaseaktivität
maximal abgefallen mit deutlichem Anstieg parallel zur Retraktion der Wunde zwischen dem
7. und 14. Tag (Nishikori et al., 1998). Chymase aus Hundemastozytomen aktiviert MMP-1
und -3, die in aktivierter Form in den Bindegewebsstoffwechsel eingreifen (Lees et al., 1994).
Außerdem konnte gezeigt werden, daß Mastzellen aus Hundemastozytomen selbst eine inak-
tive Progelatinase sezernieren, die alsbald von gleichfalls sezernierter Chymase aktiviert wird
(Fang et al., 1997; Fang et al., 1996). Humane Mastzellchymase kann Prokollagen zu fibrillä-
rem Kollagen verarbeiten als Hinweis auf eine mögliche Funktion bei der Kollagenbiosynthe-
se (Kofford et al., 1997). Angiotensin II, das unter Einwirkung von Chymase aus Angiotensin
I gebildet wird, stimuliert die Keratinozytenproliferation (Steckelings et al., 1996).
1.4.1.3. MCT und MCTC
MCT finden sich vor allem in der Lunge und intestinalen Schleimhaut, wohingegen MCTC
insbesondere in der Haut und Dünndarmsubmukosa anzutreffen sind (Irani et al., 1986; Irani
et al., 1991; Schechter et al., 1990). Auch ausschließlich chymasehaltige Mastzellen werden
beschrieben, die vor allem in der Darmschleimhaut und nur ganz vereinzelt in der Haut ansäs-
sig zu sein scheinen (Li et al., 1996; Weidner & Austen, 1993). In den meisten Geweben
kommen MCT und MCTC unter normalen Bedingungen in relativ konstantem Verhältnis vor,
das sich bei pathologischen Veränderungen des Mikromilieus unter dem Einfluß von Zytoki-
nen ändern kann. In der Haut finden sich ca 88 % MCTC und 12 % MCT (Galli, 1990; Irani
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et al., 1986; Irani & Schwartz, 1989). Entzündungen der Haut führen zu einem Anstieg der
MCT bei gleichbleibender Gesamtmastzellzahl (Algermissen et al., 1994). Eine relative Ver-
mehrung von MCT wurde bei der Sklerodermie, bei Lungenfibrose und rheumatoider Arthri-
tis hingegen eine Zunahme von MCTC beobachtet (Irani et al., 1992; Irani & Schwartz,
1989). In Gegenwart von SCF und Il-6 kultivierte humane tryptasepositive Mastzellen aus
Nabelschnurblut zeigten nach Zusatz von Il-4 morphologische Differenzierung und signifi-
kante Chymaseexpression (Toru et al., 1998). Hierzu paßt die präferentielle Il-4-Expression
durch MCTC und weniger durch MCT (Bradding et al., 1995b). Proteasegehalt und Zytokin-
profil humaner Mastzellen scheinen sich gegenseitig zu beeinflußen.
1.4.2. Wachstumsfaktoren sowie Rezeptoren
1.4.2.1. SCF und SCF-Rezeptor
Seinem Namen entsprechend ist der SCF Wachstumsfaktor für Knochenmarksstammzellen
sowie Megakaryozyten, hat jedoch zusätzliche Funktionen hinsichtlich Wachstum, Differen-
zierung und Funktion von Mastzellen und Melanozyten. Das humane SCF-Molekül besteht
aus 248 Aminosäuren, beinhaltet ein N- und ein O-glykolysiertes Protein und existiert in lös-
licher und membrangebundener Form. Das Gen für SCF befindet sich auf dem humanen
Chromosom 12. In der Haut wird SCF von Fibroblasten, Keratinozyten, Endothel-, Mast- und
Langerhanszellen produziert (Grabbe et al., 1994b). SCF liegt sowohl in transmembranöser,
als auch in löslichen Formen vor (Huang et al., 1992). Beide Formen scheinen aktiv zu sein;
jedoch sind Verteilung im Gewebe und biologische Bedeutung bisher kaum bekannt (Lukasc
et al., 2000). Der Nachweis der Produktion und Expression von löslichem und membrange-
bundenem SCF durch humane Mastzellen ist erst kürzlich geführt worden (de Paulis et al.,
1999a; Welker et al., 1999; Zhang et al., 1998).
SCF fördert die Proliferation humaner Mastzellen, jedoch nur in Zusammenwirken mit ande-
ren Zytokinen, wie z. B. IL-4 (Bischoff et al., 1999). Außerdem fördert SCF die Mediatoraus-
schüttung sowie das Überleben von Mastzellen durch Hemmung der Apoptose (Galli et al.,
1995). Die subcutane Injektion von SCF führte beim Menschen zu Mastzelldegranulation
sowie zur Vermehrung von Mastzellen und Melanozyten (Costa et al., 1996). SCF ist neben
den Komplementfaktoren C3a und C5a sowie TGF-β ein potenter Chemoattraktor für
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Mastzellen (Hartmann et al., 1997).
Die ersten Mastzellkulturen erfolgten mit Fibroblastenüberständen sowie auf murinen 3T3-
Fibroblasten (Czarnetzki et al., 1984; Czarnetzki et al., 1980; Furitsu et al., 1989). Erst später
wurde der von den Fibroblasten sezernierte und die Mastzellentwicklung begünstigende Fak-
tor als SCF identifiziert, der inzwischen üblicherweise für Mastzellkulturen verwendet wird
(Mitsui et al., 1993; Valent et al., 1992).
Der SCF-Rezeptor, auch c-Kit genannt, ist eine membranständige Tyrosinkinase und Produkt
des Protoonkogens c-kit, das beim Menschen auf dem langen Arm des Chromosomen 4 loka-
lisiert ist. Auffällige Pigmentstörungen bei der Maus führten zur Entdeckung des c-Kit-
kodierenden Gens, auf dem der mutierte white-spotting-Locus der Maus liegt (Galli et al.,
1993; Grabbe et al., 1994b). C-Kit wird von etlichen Tumorzellen sowie einigen hämatopoeti-
schen Stammzellen exprimiert, in der Haut physiologischerweise nur von Mastzellen und
Melanozyten [Übersicht in (Grabbe et al., 1994b)].
Im Gegensatz zu den meisten anderen hämatopoetischen Zell-Linien bleibt die SCF-R-
Expression bei Mastzellen über die Differenzierungsphase hinaus erhalten (Galli et al., 1993;
Valent, 1995). Von Mayrhofer et al. wurden auch c-Kit-negative Mastzellen in humanem
Gewebe gefunden (Mayrhofer et al., 1987). Die humane Mastzell-Linie HMC-1 weist geneti-
sche Defekte des c-kit im Bereich von Codon 816 und 560 auf, die zu kontinuierlicher Akti-
vierung dieser Zellen führen (Furitsu et al., 1993). C-Kit-mRNA und -Proteinexpression von
humanen Mastzellen und von HMC-1-Zellen werden durch SCF herunterreguliert (Baghesta-
nian et al., 1996).
SCF und die Interaktion von SCF mit seinem Rezeptor c-Kit beeinflußen den Bindege-
websstoffwechsel in vielfältiger Weise. Kürzlich wurde gezeigt, daß humane Mastzellen
(HMC-1) die durch Fibroblasten bewirkte Kontraktion eines Kollagen-Gels signifikant ver-
stärken können und zwar mittels Zell-Zell-Kontakt zumindest teilweise via SCF / c-Kit-
Interaktion, da der Effekt durch Antikörper gegen SCF und c-Kit weitgehend aufgehoben
werden konnte (Yamamoto et al., 2000). Bei der Maus wurde gezeigt, daß SCF die Adhäsion
von Mastzellen an Bindegewebsmatrix (Fibronektin) fördert (Dastych & Metcalfe, 1994). In
einem anderen Tiermodell (Hundemastozytom) wird die Expression der matrixabbauenden
Metalloproteinase Progelatinase B durch SCF induziert, dieser Effekt wiederum durch TGF-β
19
reduziert (Fang et al., 1999). In einer Co-Kultur von Mausmastzellen und Fibroblasten ließ
sich durch Zugabe von PDGF eine Mastzellproliferation via membrangebundenem SCF der
Fibroblasten erzielen. PDGF gilt als potentes fibrosierungsförderndes Zytokin und wird von
Thrombozyten, Neutrophilen und Mastzellen sezerniert (Artuc et al., 1999; Hiragun et al.,
1998). Humaner SCF wiederum kann via von menschlichen Thrombozyten exprimiertem c-
Kit Einfluß auf deren Aktivierung nehmen, z. B. im Rahmen einer Verletzung, so daß hier ein
Feedback-Mechanismus bei der Wundheilung denkbar ist (Grabarek et al., 1994).
In der frühen Phase der systemischen Sklerodermie wurde immunhistochemisch eine ver-
mehrte epidermale und dermale SCF-Expression gefunden, nicht jedoch in der späten atrophi-
schen Phase. Auch die Serum-SCF-Spiegel waren erhöht mit einem Gipfel in der skleroti-
schen Phase. Eine Aktivierung der Melanozyten durch löslichen SCF im Serum könnte die
eine Sklerodermie begleitende Hyperpigmentierung der Haut erklären (Kihira et al., 1998;
Yamamoto et al., 1998).
1.4.2.2. NGF und NGF-Rezeptoren
Der Nervenwachstumsfaktor NGF wurde 1954 in Speicheldrüsen der Maus identifiziert. In-
zwischen ist bekannt, daß er von etlichen Zellen synthetisiert wird wie Keratinozyten, Fibro-
blasten, Mastzellen, epidermalen Merkel-Zellen, Makrophagen, glatten Muskelzellen und
CD4-positiven Lymphozyten, außerdem in Schwann-Zellen und Astrozyten sowie weiteren
neuronalen Geweben, Testes und C-Zellen der Schilddrüse. Insbesondere in der Haut finden
sich größere Mengen von NGF. Das Molekül besteht aus einem 26 kDa homodimeren Poly-
peptid mit jeweils einer α-, β- und γ-Untereinheit. Biologisch aktiv ist die β-Untereinheit, die
zur Kallikreinfamilie gehört. Das Gen für NGF liegt beim Menschen auf dem Chromosom
1p13. NGF ist nicht nur unentbehrlich für die Entwicklung von neuronalen Geweben, sondern
moduliert auch Immunantworten und stimuliert die Wundheilung (Bothwell, 1997; Leon et
al., 1994; Li et al., 1980; Matsuda et al., 1998; Pincelli et al., 1994; Welker et al., 2000a;
Yaar et al., 1991).
Schon Paul Ehrlich, dem Namensgeber der Mastzelle, fiel vor über 100 Jahren auf, daß
Mastzellen und Nervenfasern eng nebeneinander zu finden waren. Diese Beobachtung konnte
unter anderem auch elektronenmikroskopisch bestätigt werden (Bienenstock et al., 1987;
Wiesner-Menzel et al., 1981). Der Gedanke lag nahe, daß Mastzellen mittels Mediatoren auf
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Wachstum und Differenzierung von Nervenfasern Einfluß nehmen könnten. Inzwischen ließ
sich zeigen, daß NGF von Mastzellen produziert wird (Leon et al., 1994; Nilsson et al., 1997).
Neben SCF ist NGF jedoch auch ein wichtiger Wachstumsfaktor für Mastzellen und fördert
bei Nagetieren Mastzelldifferenzierung, -überleben und -mediatorfreisetzung (Henz et al.,
2000; Kawamoto et al., 1995; Marshall et al., 1999; Matsuda et al., 1991). Beim Menschen
wirkt NGF als Wachstumsfaktor für Basophile (Valent, 1995). Erst kürzlich gelang der
Nachweis, daß NGF auch für die humane Mastzelldifferenzierung ein wesentlicher Faktor ist
(Henz et al., 2000; Welker et al., 2000a; Welker et al., 1998).
Zwei unterschiedliche NGF-Rezeptoren wurden identifiziert, zum einen ein 75 kDa Glyko-
protein (p75), zum anderen ein 140 kDa-Rezeptor (TrkA), der zu der Gruppe der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen gehört und Produkt des Tyrosin-Rezeptor-Kinase A-Proto-Onkogens ist.
TrkA bindet außer NGF auch NT-3. Strukturell homologe Rezeptoren TrkB und TrkC binden
weitere Neurotrophine. Die Bindung der Liganden führt zu einer Phosphorylierung des Re-
zeptors. Der Trk wird vorwiegend im zentralen Nervensystem exprimiert, außerdem von Ke-
ratinozyten, Melanozyten und Monozyten. Auch für humane Mastzellen (HMC-1, Lungen-
mastzellen, aus Nabelschnurblut gewonnene unreife Mastzellen) konnte die Expression des
Trk nachgewiesen werden (Henz et al., 2000; Nilsson et al., 1997; Tam et al., 1997; Welker
et al., 1998).
Der p75-NGF-R bindet alle Neutrophine und wird von zahlreichen Zelltypen exprimiert, dar-
unter in der Haut von basalen Keratinozyten, äußeren Lagen der Haarwurzelscheiden und
Talgdrüsen, Melanozyten sowie sensorischen und autonomen Nervenfasern (Di Marco et al.,
1993; Henz et al., 2000; Ribeiro-da-Silva et al., 1991). In peritonealen Mastzellen von Ratten
konnte der Trk, jedoch nicht der p75-NGF-R nachgewiesen werden (Kawamoto et al., 1995).
Bei Mäusen scheint der p75-NGF-R bei der IL-3- und NGF-induzierten Mastzelldifferenzie-
rung eine Rolle zu spielen, da bei p75-NGF-R-defizienten Mäusen der Differenzierungseffekt
von NGF ausblieb (Jippo et al., 1997). Humane HMC-1-Zellen exprimieren den p75-NGF-R
nicht (Nilsson et al., 1997). Nur eine sehr schwache Bande der mRNA konnte nachgewiesen
werden, jedoch kein Rezeptorprotein (Welker et al., 1998).
Ein Einfluß von NGF auf den Bindegewebsmetabolismus wurde 1979 von Hutson et al. be-
schrieben, die beobachtet hatten, daß Mäuse durch Lecken ihrer Wunden die Wundheilung
beschleunigen konnten, wohingegen Entfernung der an NGF reichen Glandula submandibula-
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ris zu einer verzögerten Wundheilung führte. Wie das Lecken einer Wunde führte auch aus
Speicheldrüsen extrahierter und topisch auf die Wunde aufgebrachter NGF zu einer Be-
schleunigung der Wundheilung (Hutson et al., 1979; Li et al., 1980). Auch wenn vor dem
Setzen einer Wunde bei Mäusen die Speicheldrüsen operativ entfernt worden waren, um eine
Sekretion von NGF aus den Speicheldrüsen in den Blutkreislauf zu vermeiden, ließen sich in
neugebildeten Keratinozyten vom Wundrand sowie in Fibroblasten des Granulationsgewebes
NGF-mRNA und -Protein nachweisen als Hinweis auf einen Beitrag des NGF im Rahmen der
Wundheilung (Matsuda et al., 1998).
Die NGF-Synthese wird durch bei Verwundung freigesetzte Zytokine wie IL-1, TNF-α und
PDGF induziert. NGF wiederum fördert die Mastzelldegranulation mit weiterer Freisetzung
von Mediatoren, so daß sich ein Feedbackmechanismus ergeben könnte (Marshall et al.,
1990; Tal & Liberman, 1997). Bei der Ratte bewirkt NGF gezielte Migration von Mastzellen
zu Fibroblasten, die zu einer Mastzellakkumulation beispielsweise bei der Wundheilung bei-
tragen könnte (Sawada et al., 2000).
NGF fördert die Entwicklung sensorischer Hautnerven. Nach Nervenverletzung induziert IL-1
die NGF-Synthese von Schwann-Zellen. Blockierung von IL-1β nach Hirnverletzung unter-
drückt sowohl die NGF-Synthese, als auch die durch NGF eingeleiteten reparativen Prozesse
(DeKosky et al., 1996). NGF wirkt auf Neutrophile bei der Maus chemotaktisch. Subdermale
Injektion von NGF löst Einwanderung von Zellen aus ähnlich der nach einer Verletzung
(Boyle et al., 1985; Lawman et al., 1985). Außerdem stimuliert NGF die humane Keratino-
zytenproliferation direkt sowie indirekt via Neuropeptide, die unter dem Einfluß von NGF
vermehrt von sensorischen Fasern gebildet werden, und erhöht die Mitogenität mehrerer
Wachstumsfaktoren für humane kultivierte Keratinozyten (Di Marco et al., 1991; Di Marco et
al., 1993; Haegerstrand et al., 1989; Wilkinson et al., 1994). Lokal applizierter NGF führte
nach  Verletzung der Rattencornea zu einer beschleunigten Abheilung (Lambiase et al.,
2000).
Der p75-NGF-R wird in exponentiellen Phasen der Keratinozytenproliferation heraufreguliert.
Nach Differenzierung und Schichtung des Epithels nimmt die Rezeptorexpression ab (Di
Marco et al., 1991; Di Marco et al., 1993; Wilkinson et al., 1994). In der Dermis von Patien-
ten mit systemischer Sklerodermie zeigt sich immunhistochemisch eine vermehrte Expression
von NGF (Tuveri et al., 1993).
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1.4.2.3. GM-SCF und GM-CSF-Rezeptor
Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor GM-SCF ist ein 23 kDa Gly-
koprotein, das Proliferation, Differenzierung und Funktion hämatopoetischer Zellen stimu-
liert. Beim Menschen liegt das entsprechende Gen auf dem Chromosom 5q22-31. GM-CSF
wird von etlichen Zellen sezerniert, darunter T- und B-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen,
Fibroblasten sowie Mastzellen, z.T. nach Aktivierung durch Zytokine (Nimer & Uchida,
1995).
Die Induktion der GM-CSF-Expression und -sekretion muriner und humaner Mastzellen kann
durch Aktivierung des hoch-affinen IgE-Rezeptors FcεRI vermittelt werden und läßt sich
durch den zusätzlichen Einfluß von SCF steigern (Bressler et al., 1997; Meade et al., 1993;
Okayama et al., 1998). Aktuell wurde gezeigt, daß Mastzellen den hoch-affinen IgG-Rezeptor
FcγRI exprimieren und daß Aktivierung der Mastzellen durch Hochregulierung dieses Re-
zeptors nach Zugabe von Interferon γ ebenso zu einem Anstieg der mRNA-Expression für
GM-CSF führt, außerdem für TNF-α, IL-3 und IL-13 (Okayama et al., 2000).
Die IL-3-abhängige Entwicklung von murinen Mastzellen aus Knochenmarkzellen wird durch
GM-CSF supprimiert (Bressler et al., 1989). Auch Mastzellcharakteristika, die unreife HMC-
1-Zellen in der Kultur mit Fibroblasten-Überstand entwickeln, wie Tryptase-Aktivität, Hista-
mingehalt und FcεRI-Aktivität, werden bei Zusatz von GM-CSF deutlich herunterreguliert, so
daß über GM-CSF ein negativer Feedbackmechanismus hinsichtlich der Mastzelldifferenzie-
rung und -aktivität laufen könnte (Welker et al., 1997). Im Gegensatz dazu ist GM-CSF ein
Differenzierungsfaktor für humane Basophile (Tsuda et al., 1991; Valent, 1995). Bei Maus-
mastzellen kann GM-CSF die durch IL-4 induzierte Fähigkeit zur Antigenpräsentation stei-
gern (Frandji et al., 1995).
Der GM-CSF-R besteht aus 2 Untereinheiten, die durch Aggregation den hoch-affinen GM-
CSF-R bilden. Ein weiterer Rezeptor intermediärer Affinität wurde bei der Maus auf Langer-
hans-Zellen gefunden. GM-CSF-R werden unter anderem von dendritischen Zellen, Mono-
zyten, Eosinophilen, Neutrophilen, hämatopoetischen Zellen sowie Endothelzellen exprimiert.
Mastzellen scheinen im Verlauf des Reifungsprozesses den GM-CSF-R zu verlieren (Canni-
stra et al., 1990; Kampgen et al., 1994; Valent, 1995).
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Neben den Effekten auf die Hämatopoese kann GM-CSF auch die Wundheilung in vielerlei
Hinsicht beeinflußen. Zum einen fördert GM-CSF Chemotaxis, Zelladhäsion von Leukozyten
sowie Synthese und Freisetzung zahlreicher Mediatoren, insbesondere durch Eosinophile und
Neutrophile. Superoxide, Leukotriene, PAF und Arachidonsäure werden sezerniert und Pha-
gozytoseaktivität sowie Zytotoxizität dieser Zellen unter dem Einfluß von GM-CSF gestei-
gert. Auch Proliferation, phagozytische und antimikrobielle Aktivität von Makrophagen wer-
den durch GM-CSF stimuliert, zudem Endothelzellmigration und -proliferation sowie Kerati-
nozytenwachstum und Ausbildung von Myofibroblasten (Braunstein et al., 1994; Canturk et
al., 1999; Gabbiani, 1994; Jones, 1993; Jyung et al., 1994; Kaplan et al., 1992). Der Stimula-
tion von Keratinozyten steht eine proapoptotische Wirkung von GM-CSF auf Keratinozyten
gegenüber, durch die die epidermale Homoeostase aufrechterhalten wird (Breuhahn et al.,
2000). Durch Gewebstrauma freigesetztes IL-1 führt zu vermehrter GM-CSF-Synthese von
Keratinozyten und Fibroblasten (Kaushansky et al., 1988; Kupper et al., 1988).
Aufgrund dieser zahlreichen, zum Teil in vitro gefundenen, potentiell wundheilungsfördern-
den Effekte von GM-SCF erfolgte die Applikation von GM-CSF in Anwendungsstudien und
Einzelfällen von erschwerter Wundheilung beim Menschen (Da Costa et al., 1999; Jaschke et
al., 1999; Stagno et al., 1999). Eine Studie an gesunden Probanden mit Injektion von GM-
CSF in Schnittwunden führte allerdings nicht zu schnellerer Wundheilung, jedoch zu einem
Anstieg von IL-8 im Wundsekret (Ure et al., 1998). Bei der Ratte führte die lokale GM-CSF-
Infiltration vor Setzen der Wunde zu vermehrter Festigkeit des Narbengewebes. Dieser Effekt
konnte durch Applikation von TGF-β in die Wunde noch verbessert werden (Smith et al.,
2000).
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1.4.2.4. TGF-β und TGF-β-Rezeptoren
Die Transforming growth factor-β (TGF-β)-Moleküle spielen eine Hauptrolle bei der Steue-
rung von Zellwachstum und -differenzierung, bei reparativen Prozessen sowie bei der Einlei-
tung von entzündlichen Prozessen durch chemotaktische Wirkung auf Entzündungszellen und
Fibroblasten (Artuc et al., 1999; Lawrence, 1996). TGF-β liegt in drei Isoformen vor: TGF-β
1, TGF-β 2 und TGF-β 3. Jede dieser Isoformen wird von einem eigenen Gen auf unter-
schiedlichen Chromosomen kodiert. In den meisten Zelltypen liegt TGF-β vor, jedoch in la-
tenter Form, die der Aktivierung bedarf. Bei der Wundheilung scheint die Bindung an
Thrombospondin, das von Thrombozyten freigesetzt wird, wesentlich für die Aktivierung zu
sein. TGF-β inhibiert die Proliferation der meisten Zelltypen, kann aber je nach Situation und
Mikromilieu auch proliferationsfördernd wirken, insbesondere auf mesenchymale Zellen.
Von mehreren bisher identifizierten TGF-β-bindenden Proteinen wurden die TGF-β-
Rezeptoren Typ I und Typ II auf HMC-1-Zellen und die Rezeptoren Typ I und Typ III auf
Nagetiermastzellen nachgewiesen (Gruber et al., 1994; Olsson et al., 2000). In humaner Haut
ließen sich die Typ I- und II-Rezeptoren in der Epidermis, in Hautanhangsgebilden und in
vaskulären Zellen, jedoch nur in wenigen Fibroblasten nachweisen (Schmid et al., 1998).
HMC-1-Zellen exprimieren mRNA für TGF (Möller et al., 1998; Nilsson et al., 1995). TGF
übt auf Mastzellen eine ausgeprägte chemotaktische Wirkung aus, die die von SCF weit
übertrifft (Gruber et al., 1994; Olsson et al., 2000). Bei Ratten hemmt TGF-β 1 Histamin- und
TNF-α-Freisetzung  aus Mastzellen (Bissonnette et al., 1997). Bei der murinen Mastzelle
führt IL-3-Entzug zur Apoptose, die durch SCF via c-Kit verhindert werden kann. TGF-β hebt
diesen antiapoptotischen Effekt von SCF auf, möglicherweise durch Herunterregulation des c-
Kit (Mekori et al., 1995).
Den Bindegewebsmetabolismus beeinflußen die TGF-β-Moleküle in mehrfacher Weise. IgE-
abhängige Aktivierung von murinen Mastzellen führt zur Sekretion von TGF-β und TNF-α
mit jeweils ausgeprägtem proliferativem Effekt auf Fibroblasten (Gordon & Galli, 1994;
Kendall et al., 1997). Expression und Freisetzung von β-Chymase aus murinen Mastzellen
wird durch TGF-β gesteigert. Bei muriner dermaler Sklerose führt anti-TGF-β zu einer Ab-
nahme der Fibrose sowie zu vermindertem Influx von Mastzellen (Miller et al., 1999; Yama-
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moto et al., 1999). In Fibroblasten von Keloiden wurde eine im Vergleich zu normalen Fibro-
blasten erhöhte Expression von TGF-β 1 und TGF-β 2 festgestellt bei unveränderter Expres-
sion von TGF-β 3. Vor allem TGF-β 1 und 2 werden als Fibrose-induzierende Zytokine ange-
sehen und fanden sich auch in entzündlich veränderter Haut bei Morphea und systemischer
Sklerodermie beim Menschen (Lee et al., 1999; Querfeld et al., 1999). Im Rahmen der
Wundheilung beim Menschen nahm die Anzahl der die TGF-β-R Typ I und II exprimierenden
dermalen Fibroblasten gegenüber normaler Haut zu und verringerte sich wieder mit fort-
schreitendem Heilungsprozess, nicht jedoch bei hypertropher Narbenbildung (Schmid et al.,
1998).
1.4.2.5. IL-3
IL-3, ein Glykoprotein, ist ein hämatopoetischer Wachstumsfaktor, der von T-Lymphozyten,
Monozyten, Endothelzellen, Granulozyten und Mastzellen sezerniert wird und ähnlich wie
GM-CSF Überleben, Proliferation und Differenzierung der unterschiedlichen blutbildenden
Zell-Linien fördert (Kita et al., 1991; Möller et al., 1998; Oster et al., 1991; Schrader, 1986;
Sigounas et al., 1997). Auch für die murine Mastzelle gilt IL-3 als wesentlicher Wachstums-
faktor. Entzug von IL-3 führt zur Apoptose (Mekori et al., 1993). Beim Menschen fördert IL-
3 in vitro vor allem die Entwicklung von Basophilen, weniger die von Mastzellen (Kirshen-
baum et al., 1989).
Zusätzlich zu den hämatopoetischen Effekten beeinflußt Il-3 auch Immun- und Entzündungs-
reaktionen. Es verstärkt die Mediatorfreisetzung aus Eosinophilen und Basophilen (Brunner et
al., 1993; Hirai et al., 1988; Rothenberg et al., 1988; Warringa et al., 1991). Eine Patientin
mit einem Mesotheliom entwickelte unter einer Therapie mit subcutanen Injektionen von IL-3
Anstieg von Basophilen, Eosinophilen und Histamin im peripheren Blut sowie erythematöse
pruritische Plaques an den Injektionsstellen. Histologisch fanden sich zahlreiche Neutrophile
und Eosinophile innerhalb des perivaskulären Zellinfiltrats (Bridges et al., 1996). Rhesusaffen
reagierten auf IL-3-Injektionen mit einem generalisierten Hautausschlag. Histologisch fielen
zahlreiche Mastzellen auf (Volc-Platzer et al., 1991). Bei Patienten mit chronischer Urtikaria
zeigte sich eine deutlich verminderte IgE-mediierte Histaminfreisetzung aus Basophilen, die
nach Vorbehandlung dieser Zellen mit IL-3 anstieg und fast die Werte gesunder Kontrollper-
sonen erreichte (Zuberbier et al., 1996).
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IL-3 induziert anhaltende Expression von P-Selektin auf Endothelzellen. P-Selektin ist ein
Adhäsionsmolekül, das in vitro zur Adhäsion von Leukozyten, in vivo zum sogenannten Rol-
len der Leukozyten führt. Sowohl im Serum, als auch in der Haut von Patienten mit chro-
nisch-rezidivierender Urtikaria und Urticaria factitia wurde eine ausgeprägte Zunahme von P-
Selektin festgestellt (Khew-Goodall et al., 1996; Zuberbier et al., 1997).
1.4.3. Zytokine
1.4.3.1. TNF-α
Der Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α) ist ein nicht glykolysiertes Protein (Molmasse 17
kDa) und wird von praktisch allen ortsständigen Hautzellen ebenso wie von infiltrierenden
Entzündungszellen exprimiert. Auch ein hochaffiner membranständiger TNF-Rezeptor wird
in allen Geweben exprimiert. Besonders groß ist die Rezeptordichte in Haut und Lunge. Zu-
sätzlich existieren lösliche TNF-Rezeptoren (Luger et al., 1997; Wakefield et al., 1991). Mit
der Identifizierung von TNF-α wurde seine Fähigkeit entdeckt, Regression von Tumorgewebe
einzuleiten, die zur Namensgebung führte. Inzwischen sind zahlreiche weitere Effekte von
TNF-α bekannt, der als multifunktionales Zytokin eine zentrale Rolle bei Immun- und Ent-
zündungsreaktionen spielt, zum Teil über Induktion weiterer Mediatoren, unter anderem IL-8,
GM-CSF, TGF-β, Leukotriene und Kollagenase. Einerseits übt TNF-α bei Infektionen eine
protektive Wirkung aus über chemotaktische Effekte, Stimulation antimikrobieller Aktivität
von Leukozyten und Makrophagen, andererseits kann er Entzündungsprozesse chronifizieren
oder bei akuter Infektion zu den Symptomen des septischen Schocks beitragen (Wakefield et
al., 1991).
Bereits 1980 wurde eine zytotoxische Wirkung von Mausmastzellen auf Tumorgewebe be-
schrieben (Farram & Nelson, 1980). Später wurde TNF-α als Mediator sowohl muriner als
auch humaner Mastzellen identifiziert. Mastzellen sind die einzigen Zellen, die einen präfor-
mierten Gehalt an TNF-α besitzen und zwar in zytoplasmatischen Granula. Nach Degranula-
tion steht somit TNF-α unmittelbar zur Einleitung entsprechender Abwehrreaktionen zur Ver-
fügung, andererseits sind Mastzellen in der Lage, nach Stimulation TNF-α neu zu produzie-
ren, um so die jeweilige Reaktion aufrechtzuerhalten (Gordon & Galli, 1990; Gordon & Galli,
1991; Walsh et al., 1991). TNF-α seinerseits stimuliert Mediatorfreisetzung aus menschlichen
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Hautmastzellen und übt durch Induktion des Adhäsionsmoleküls ELAM-1 auf humanen der-
malen Endothelzellen eine entzündungsfördernde Wirkung aus (van Overveld et al., 1991;
Walsh et al., 1991).
Bei der allergischen Entzündung und besonders deren Aufrechterhaltung und Perpetuierung
spielt TNF-α eine wesentliche Rolle, wie an Haut und Schleimhäuten gezeigt wurde. Dieses
Zytokin trägt im Rahmen der IgE-mediierten kutanen Spätphasenreaktion bei der Maus we-
sentlich zur mastzellabhängigen Leukozyteninfiltration bei (Wershil et al., 1991). In der Na-
senschleimhaut von atopischen Patienten zeigte sich nach Allergenexposition ein signifikanter
Anstieg von TNF-α in der Spülflüssigkeit. Bei Patienten mit Asthma bronchiale ließ sich im-
munhistochemisch in Biopsien der Bronchialschleimhaut eine Vermehrung TNF-α-positiver
Mastzellen nachweisen (Bradding et al., 1995a; Bradding et al., 1994). Bei Patienten mit
Kälteurtikaria fanden sich erhöhte Werte für TNF-α im peripheren Blut (Tillie-Leblond et al.,
1994).
1.4.4. Chemokine
1.4.4.1. IL-8
Rekrutierung von Leukozyten ist ein wichtiger Vorgang bei jeglichen Entzündungsprozessen.
Er wird von diversen chemotaktischen Mediatoren kontrolliert. Hierzu gehören neben Lipid-
mediatoren, Anaphylatoxinen und bakteriellen Peptiden auch bestimmte Zytokine und Che-
mokine. Zu letzterer Gruppe gehört IL-8, ein nicht glykolysiertes Protein mit einer Molmasse
von 9 kDa, das von zahlreichen Zellen produziert wird, wie Fibroblasten, Endothelzellen,
Melanozyten, aktivierten Monozyten und anderen [s. Übersicht in (Kownatzki & Norgauer,
1998)]. Auch von HMC-1-Zellen und stimulierten Mastzellen der humanen Haut wird IL-8
exprimiert (Möller et al., 1993).
IL-8 aktiviert insbesondere Neutrophile und gilt als einer der stärksten Chemoattraktoren die-
ser Zellen. Von Mastzellen sezerniertes IL-8 führt zur Rekrutierung von Neutrophilen, die
durch Heparin aus Mastzellgranula noch verstärkt werden kann, wie bei Ratten gezeigt wurde
(Dias-Baruffi et al., 1998). Auch auf Eosinophile übt IL-8 eine chemotaktische Wirkung aus
(Oliveira et al., 1996). IL-8 fördert zudem die Histaminfreisetzung aus humanen Basophilen,
28
ein Effekt auf humane Mastzellen konnte zunächst nicht gezeigt werden (Fureder et al.,
1995). Inzwischen wurden jedoch nicht nur beide IL-8-Rezeptoren auf HMC-1-Zellen, son-
dern auch ihre funktionelle Aktivität durch Auslösung einer IL-8-induzierten Migration, nicht
aber sekretorischer Aktivitäten nachgewiesen (Lippert et al., 1998).
Nach Auslösung einer Arthus-Reaktion bei Mäusen entwickelt sich ein neutrophilenreiches
Entzündungsinfiltrat, bei dessen Entstehen Mastzellen, TNF-α und IL-8 eine wesentliche
Rolle spielen (Zhang et al., 1995). In Gewebeexsudat, das mittels einer Kammer über einer
IgE-mediierten Spätphasenreaktion der Haut beim Menschen aufgefangen wurde, ließen sich
im Vergleich zu einer Hypersensitivitätsreaktion vermehrt Histamin, Leukozyten, aktivierte
Eosinophile sowie IL-8 nachweisen. Diese Phänomene wurden mit einer Mastzellstimulie-
rung in Verbindung gebracht (Zweiman et al., 1998). IL-8 konnte nach Injektion in menschli-
che Haut die histamininduzierte Quaddel- und Erythemreaktion ebenso wie das Neutrophi-
leninfiltrat signifikant vergrößern (Douglass et al., 1996). Nach Allergenexposition wird IL-8
von humaner Haut und von Nasenpolypen freigesetzt (Möller et al., 1993; Park et al., 1997).
1.5. Spezifische Funktionen der Mastzelle in ausgewählten Krankheitsmodellen
1.5.1. Wundheilung / Fibrosierung und Mastzellen
Klassischerweise gelten Mastzellen als Effektorzellen allergischer und anderer immunologi-
scher Reaktionen gegen unterschiedliche Eindringlinge von außen, wie Allergene, Parasiten
oder Entzündung (s. auch 1.5.2) (Abraham & Malaviya, 1997; Galli, 1997; Malaviya & Abra-
ham, 2000; Maurer et al., 1998; Williams & Galli, 2000). Zahlreiche Untersuchungsergebnis-
se legen inzwischen nahe, daß sie als multifunktionale Zellen über ihr Mediatoren- und Re-
zeptorenprofil außerdem eine prominente Rolle bei der Regulierung der Bindegewebsho-
moeostase spielen und Wundheilung mit Angioneogenese sowie Bindegewebsfibrosierung
beeinflussen.
Bei vielfältigen fibrosierenden Prozessen in verschiedenen Organen, wie Wundheilung, Nar-
benhypertrophie, Sklerodermie, GVHD, rheumatoider Arthritis, Leberzirrhose, Lungenfibrose
und Glomerulonephritis wurde ein Anstieg der Mastzellzahlen festgestellt (Armbrust et al.,
1997; Artuc et al., 1999; Atkins & Clark, 1987; Claman, 1990; Gotis-Graham & McNeil,
29
1997; Hawkins et al., 1985; Kischer et al., 1978; Seibold et al., 1990; Toth et al., 1999; Tred-
get et al., 1998; Yamashiro et al., 1998; Yousem, 1997). In einigen Untersuchungen fanden
sich nach akutem Trauma und bei chronischer Fibrosierung Hinweise für eine Degranulation
der Mastzellen sowie für eine erhöhte Bereitschaft von Mastzellen, Mediatoren freizusetzen
(Irani et al., 1992; Pearson et al., 1988; Seibold et al., 1990). Bei Sklerodermie und hypertro-
pher Narbenbildung nach Verbrennung fanden sich erhöhte Serum-Histaminspiegel (Falanga
et al., 1990; Tredget et al., 1998).
In den ersten 24 Stunden nach Verletzung der Haut und teilweise in den frühen Stadien fibro-
sierender Prozesse fällt zunächst ein weitgehendes Verschwinden der Mastzellen auf, das
1955 erstmals von Wichmann in einem Wundheilungsmodell bei der Ratte beschrieben wur-
de. Parallel dazu kommt es zu einem Anstieg des Histamins im Gewebe. Anschließend neh-
men die Mastzellzahlen langsam zu und nähern sich nach ca 3 Wochen denen vor Verletzung
bzw steigen darüberhinaus an. Das Phänomen des „Verschwindens“ von Mastzellen ergab
sich bei Mastzellfärbungen mit Toluidinblau oder Avidin, die die Mastzellgranula anfärben.
Elektronenmikroskopische Darstellung oder Doppelfärbungen mit Markierung der membran-
ständigen IgE-Rezeptoren und zugleich der zytoplasmatischen Granula legten bei Skleroder-
miepatienten und bei der GVHD der Maus nahe, daß Mastzellen weiterhin vorhanden waren,
wenn auch weitgehend degranuliert. Claman et al. nannten diese Zellen deshalb „Phantom-
mastzellen“. Bisher ist unklar, ob sie aktivierte, undifferenzierte oder unreife Mastzellen dar-
stellen (Choi & Claman, 1987; Choi et al., 1987; Claman, 1990; Claman et al., 1986; Hebda
et al., 1993; Irani et al., 1992; Nishikori et al., 1998; Persinger et al., 1983; Seibold et al.,
1990; Wichmann, 1955).
Von residenten oder eingewanderten Zellen bei chronischer Entzündung oder nach Trauma
freigesetzte Mediatoren können zur Mastzelldegranulation oder -transgranulation führen, bei
der über direkten Zell-Zell-Kontakt Mastzellgranula insbesondere an Endothelzellen und Fi-
broblasten weitergegeben werden können (Atkins & Clark, 1987; Claman, 1989; Greenberg &
Burnstock, 1983). Die freigesetzten Mastzellmediatoren sind ihrerseits in vielfacher Hinsicht
an Fibrosierungsprozessen und an der Wundheilung beteiligt, insbesondere durch Rekrutie-
rung des Entzündungsinfiltrates, Neoangiogenese, Bindegewebs- und Epithelneubildung
(Artuc et al., 1999; Gottwald et al., 1998).
Die Mastzellmediatoren LTB4, PAF, IL-8, TNF-α sowie GM-CSF induzieren direkt oder
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indirekt eine Einwanderung von Neutrophilen in das Gewebe; TNF-α erhöht zusätzlich die
Phagozytosefähigkeit von Makrophagen (Canturk et al., 1999; Möller et al., 1993; Wakefield
et al., 1991). Histamin, Leukotriene, PGD2 und PAF wirken vasodilatatorisch und erhöhen
Blutfluß und Gefäßpermeabilität für Mediatoren aus dem Serum (Atkins & Clark, 1987; Kru-
ger-Krasagakes & Czarnetzki, 1995).
In vielen Organen, darunter der Haut, finden sich Mastzellen in enger Nachbarschaft zu Blut-
gefäßen. Mastzellen produzieren und sezernieren zahlreiche Mediatoren mit angiogenetischer
Potenz, darunter VEGF, TNF-α, Histamin, Heparin und Tryptase, so daß ein Einfluß auf die
Blutgefäßneubildung bei der Wundheilung angenommen werden kann (Artuc et al., 1999;
Grützkau et al., 1998).
Mastzellen sind selbst fähig, Typ VIII-Kollagen (humane Mastzellen), bzw. Typ IV-Kollagen
(murine Mastzellen) zu sezernieren und können damit zu Angiogenese und Bindegewebsneu-
bildung beitragen (Ruger et al., 1994; Thompson et al., 1991). Ein bedeutenderer fibrogeneti-
scher Effekt wird allerdings von zahlreichen Mastzellmediatoren ausgelöst. Tryptase steigert
die Fibroblastenproliferation und deren Kollagensynthese (s. 1.4.1.1). TGF-β hat gleichfalls
ausgeprägte fibroproliferative Eigenschaften (s. 1.4.2.4). FGF-2 ist ein weiterer Wachstums-
faktor, der von der Mastzelle produziert wird und einen potenten mitogenen Faktor für Fibro-
blasten darstellt. FGF-2 fördert daneben die Kollagenaseproduktion von Fibroblasten, so daß
dieser Faktor eine Rolle bei der Bindegewebshomöostase zu spielen scheint. Zusätzlich indu-
ziert FGF-2 die Angiogenese (Artuc et al., 1999; Dayton et al., 1989; Qu et al., 1998; Reed et
al., 1995). Neben Neutrophilen und Thrombozyten sezernieren auch Mastzellen PDGF, einen
Wachstumsfaktor, der die Fibroblasten zur Produktion von Fibronektin und Hyaluronsäure
sowie von Kollagen stimuliert und chemotaktisch auf Neutrophile, Makrophagen und Fibro-
blasten wirkt. Damit ist PDGF eine Schlüsselsubstanz bei der Bildung von Granulationsge-
webe (Artuc et al., 1999; Hiragun et al., 1998).
Die Epithelneubildung können Mastzellen wiederum durch etliche Mediatoren beeinflussen.
NGF stimuliert das Wachstum humaner Keratinozyten, die beide NGF-R exprimieren. Er er-
höht ferner die Mitogenität mehrerer Wachstumsfaktoren für Keratinozyten und fördert die
Produktion von VIP durch Nervenfasern, das seinerseits mitogen auf Keratinozyten wirkt (Di
Marco et al., 1991; Di Marco et al., 1993; Haegerstrand et al., 1989; Sung et al., 1999; Wil-
kinson et al., 1994). Dieser mitogene Effekt von VIP wird durch LTB4, einem Lipidmediator
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der Mastzelle, synergistisch verstärkt, wie bei der Psoriasis gezeigt wurde (Rabier et al.,
1993). Auch Tryptase vermag die Proliferation humaner Keratinozyten zu fördern (Cairns &
Walls, 1996). IL-1, das ebenfalls von Mastzellen produziert werden kann, induziert in Fibro-
blasten die Synthese von Wachstumsfaktoren für Keratinozyten (Maas-Szabowski et al.,
1999). FGF-2 stimulierte in vitro in einer humanen Keratinozytenkultur die Migration der
Keratinozyten nach Schnittverletzung und förderte beim Meerschweinchen die Epithelisie-
rung chronischer Trommelfelldefekte (Ozkaptan et al., 1997; Tsuboi et al., 1992). TGF-β
scheint vor allem einen modulierenden Effekt auf wachsende humane Keratinozyten durch
Beeinflussung ihrer Integrin-Rezeptoren sowie einen migrationsfördernden Effekt auf Kerati-
nozyten in Richtung auf extrazelluläre Matrixproteine auszuüben (Zambruno et al., 1995). In
einer anderen Untersuchung unterdrückte TGF-β die Keratinozytenmigration (Tsuboi et al.,
1992). Diese widersprüchlichen Effekte von TGF-β können durch unterschiedliche Differen-
zierungsstadien der Keratinozyten oder durch unterschiedliche Kulturbedingungen entstehen.
Daneben spielt TGF-β eine Rolle bei der Differenzierung kultivierter humaner Keratinozyten
(Staiano-Coico et al., 1990).
Auswirkungen der Mastzellmediatoren Tryptase, Chymase, SCF, NGF, GM-CSF und TGF-β
auf Bindegewebsumbau und –wiederherstellung wurden weiter oben in detaillierterer Form
bereits dargestellt.
1.5.2. Urtikaria und Mastzellen
Die Mastzelle gilt als Schlüsselement der Urtikaria, da ihre Mediatoren alle klinischen Sym-
ptome der Nesselsucht auszulösen vermögen. Die klassischen für Quaddeln, tiefe Ödeme,
gegebenenfalls auch Blutdruckabfall sowie pulmonale und intestinale Symptome verantwort-
liche Substanzen sind Histamin, Neuropeptide und Lipidmediatoren, die zusammen mit weite-
ren Zytokinen der Mastzelle Endothelzellen aktivieren mit resultierender Einwanderung von
Entzündungszellen. Entscheidend für die Aufklärung der Genese der Urtikaria ist die Identifi-
kation der zur Degranulation führenden Mechanismen. Die gut definierte, IgE-vermittelte
Aktivierung und Degranulation der Mastzelle ist nur für einen sehr geringen Anteil der akuten
Urtikaria-Fälle verantwortlich (0,9 %), eine größere Rolle spielen Infekte der oberen Luftwe-
ge (ca 39 %) und Medikamentenunverträglichkeit (ca 9 %). Bei der chronischen Urtikaria
stehen als Auslöser Pseudoallergien auf Nahrungsmittel und seltener auch chronische Entzün-
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dungen des Gastrointestinaltraktes im Vordergrund. Als Stimuli für die nicht-IgE-vermittelte
Mastzelldegranulation kommen Komplement und Neuropeptide in Betracht (Henz & Zuber-
bier, 1998; Henz & Zuberbier, 2000). Auch eine autoimmune Genese durch IgG-anti-IgE-
Antikörper wird in einem Teil der Fälle diskutiert (Greaves, 1992).
Welche Rolle die zahlreichen von der Mastzelle exprimierten und sezernierten Zytokine bei
der Urtikaria spielen, ist weitgehend ungeklärt. In vitro stimulierte HMC-1-Zellen können IL-
1 β, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, SCF, GM-CSF, TNF-β and PDGF exprimieren (Möller et
al., 1998; Möller et al., 1993; Nilsson et al., 1995; Welker et al., 1999). Untersuchungen der
Zytokinexpression von humanen Mastzellen wurden bei allergischen Reaktionen von Haut
und Schleimhäuten im Rahmen der Atopie durchgeführt und die Mastzelle als Quelle für IL-
4, -5, -6, GM-CSF und TNF-α identifiziert, die z.T. bei allergischer Entzündung hochreguliert
waren (Bradding et al., 1994; Horsmanheimo et al., 1994; Okayama et al., 1998; Pawankar &
Ra, 1996). Humane Mastzellen scheinen nicht nur bezüglich des Gehalts an Tryptase und
Chymase heterogen zu sein, sondern auch hinsichtlich des Zytokinprofils. IL-4 wurde bevor-
zugt von MCTC, die sich unter normalen Bedingungen überwiegend in der Haut finden, ex-
primiert, IL-5 und IL-6 hingegen fast ausschließlich von MCT (Bradding et al., 1995b). IgE-
mediierte und IgE-unabhängige Stimulation, ebenso wie eine Variation der Kulturbedingun-
gen, führten bei humanen intestinalen Mastzellen zur Expression unterschiedlicher Zytokin-
gruppen. IL-3, IL-5, IL-9 und IL-13 wurden nach IgE-vermittelter Mastzellaktivierung expri-
miert, und in der Kultur mit IL-4 und SCF zeigte sich ein vierfacher Anstieg der Produktion
von IL-3, IL-5, and IL-13 im Vergleich zur Kultur mit SCF allein. Dieses Zytokinmuster ent-
spricht einer Th2-Antwort im Gegensatz zu dem proinflammatorischen Zytokinmuster, das
nach bakterieller Aktivierung der Mastzelle auftrat (Lorentz et al., 2000). Auch an peritonea-
len Mastzellen der Ratte wurde gezeigt, daß das Spektrum der freigesetzten Mediatoren sti-
mulusabhängig ist (Gupta et al., 1996; Leal-Berumen et al., 1994).
Sowohl bei der akuten, als auch bei der chronischen und physikalischen Urtikaria wurde eine
Mastzellvermehrung um den Faktor 2,4 in der gesamten Dermis nachgewiesen (Haas et al.,
1998b). Hautbiopsien der neutrophilen Urtikaria, einer histologisch definierten Untergruppe
der Urtikaria mit ausgeprägtem neutrophilenreichem Entzündungsinfiltrat, zeigten vermehrte
Expression von TNF-α und IL-3, jedoch nicht von IL-8 (Toppe et al., 1998). In Quaddeln
wurden erhöhte IL-6-Spiegel sowie vermehrte Expression des Migrationsinhibitionsfaktors
nachgewiesen (Czarnetzki et al., 1989; Lawlor et al., 1993). Die aus den Mastzellen im Rah-
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men der Urtikaria freigesetzten Mediatoren führen zu einer sequentiellen Hochregulation der
endothelialen Adhäsionsmoleküle P-Selektin, E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1, sowie von
β2-Integrinen auf Leukozyten und von Molekülen der MHC-Klasse II (Barlow et al., 1994;
Haas et al., 1995b; Haas et al., 1996; Haas et al., 1998a). Auch die Eosinophilenproteine
MBP und ECP finden sich in Quaddeln und zum Teil in nicht-läsionaler Haut von Urtika-
riapatienten (Haas et al., 1995c). P-Selektin wurde vermehrt in der Haut und im Serum von
Patienten mit chronisch-rezidivierender Urtikaria und Urticaria factitia nachgewiesen (s.auch
1.4.2.5), und eine ausgeprägte Zunahme von TNFα im Serum wurde bei anstrengungsindu-
zierter Urticariavasculitis festgestellt (Kano et al., 1998; Zuberbier et al., 1997). Diese Befun-
de unterstreichen, daß die Urtikaria ein generalisiertes Geschehen mit zahlreichen Akteuren
darstellt, unter denen die Mastzelle eine zentrale Rolle einnimmt.
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2. Fragestellungen
Diese Darstellung der vielfältigen Funktionen von Mastzellmediatoren bei der Wundheilung
und Fibrosierung zeigt, daß Mastzellen potentiell alle Phasen dieser Prozesse regulieren und
beeinflussen können. Die meisten bisherigen Ergebnisse stammen allerdings aus In vitro-
Untersuchungen oder Studien an Tiermodellen und müssen durch komplexere Organkultur-
modelle und In vivo-Daten ergänzt werden. Wir haben daher humanes Narbengewebe im
Vergleich mit gesunder Haut untersucht, um folgende Fragenkomplexe zu beantworten:
Ändern sich Mastzellzahl sowie das Verhältnis von MCT zu MCTC in humanem Narbenge-
webe im Vergleich zu gesunder Haut? Unterscheiden sich die Mastzellzahlen in Narben je
nach Färbemethode? Falls ja, welche Rückschlüsse ergeben sich daraus?
Im Rahmen von fibrosierenden Prozessen und bei der Wundheilung wird eine Mastzelldegra-
nulation beschrieben. Zeigt infolgedessen Narbengewebe einen unterschiedlichen Gehalt an
den Mastzellproteasen Tryptase und Chymase im Vergleich zu normaler Haut? Könnten die
aus Mastzellen freigesetzten Proteasen bei Bindegewebsumbau und -wiederherstellung betei-
ligt sein? Spezifischer - zeigen Tryptase und Chymase eine mitogene Wirkung auf Keratino-
zyten und Fibroblasten?
Welche Änderungen ergeben sich bezüglich der Expression weiterer wundheilungsfördernder
sowie chemotaktischer und Mastzellwachstums-Faktoren und derer Rezeptoren (SCF und
SCF-Rezeptor, NGF und NGF-Rezeptoren, GM-CSF und GM-CSF-Rezeptor sowie TGF-β
und TGF-β-Rezeptor) in humanem Narbengewebe im Vergleich zu normaler Haut? Wie las-
sen sich mögliche Änderungen im Rahmen von Wundheilung und Fibrosierung interpretie-
ren? Welche Interaktionen ergeben sich?
Obwohl Mastzellen bei der Urtikaria und bei der Mastozytose in noch größerer Zahl vorliegen
können als bei der Wundheilung oder in Narbengewebe und zum Teil gleichfalls degranuliert
sind, finden sich vergleichbare Effekte auf Blutgefäße, Bindegewebe oder Keratinozyten
nicht. Offenbar spielt das unterschiedliche Mikromilieu bei der Art der Stimulation eine ent-
scheidende Rolle.
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Mit der Frage nach Unterschieden im Expressionsmuster bei den beiden Krankheiten als Bei-
spiel für unterschiedliche, mit Mastzellvermehrung assoziierte pathologische Veränderungen
haben wir folgende im Narbengewebe untersuchte Zytokine und Rezeptoren auch in läsiona-
ler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten untersucht: SCF und SCF-Rezeptor, NGF
und NGF-Rezeptoren, GM-CSF und GM-CSF-Rezeptor.
Zusätzlich haben wir die kutane Expression von drei Zytokinen (IL-3, IL-8, TNF-α), die von
stimulierten Mastzellen in größerer Menge freigesetzt werden, in läsionaler und nicht-
läsionaler Haut von Urtikariapatienten untersucht, da sie aufgrund ihrer ausgeprägten proent-
zündlichen und chemotaktischen Eigenschaften eine Rolle bei der Pathogenese der Urtikaria
spielen könnten.
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3. Untersuchungsmethoden
3.1. Gewebe
Für die immunhistochemischen Untersuchungen zur Wundheilung und Narbenbildung wurde
Narbengewebe von Patienten verwendet, bei denen Nachexzisionen im Rahmen einer Me-
lanombehandlung oder zu diagnostischen Zwecken durchgeführt wurden (N = 20). Das Nar-
benalter lag zwischen 5 und 369 Tagen. 7 Narben wiesen ein Alter von ≤ 35 Tagen auf und
wurden als frische Narben eingeordnet gegenüber 13 alten Narben mit einer Bestandsdauer
von > 35 bis 369 Tagen. Die Hautexzisate wurden in Lokalanaesthesie von Stamm oder Ex-
tremitäten entnommen. Als Kontrolle diente normale Haut, die im Rahmen kosmetischer Ope-
rationen gewonnen wurde (N = 10).
Die Bestimmung der Proteaseaktivitäten sowie die PT-PCR erfolgte an Narbengewebe sowie
normaler Haut (mindestens 8 cm von der Narbe entfernt) von 7 weiteren Patienten. Hier lag
das Narbenalter zwischen 23 und 56 Tagen.
Für die immunhistochemischen Studien von läsionalem und nicht-läsionalem Urtikariagewe-
be wurden Biopsien von 9 Patienten mit akuter Urtikaria, von 10 Patienten mit chronisch-
rezidivierender Urtikaria, von 6 Patienten mit verzögerter Druckurtikaria, von 1 Patienten mit
Kälteurtikaria (sequentielle Biopsien 5, 15 und 30 Minuten nach Quaddelprovokation durch
einen Eiswürfel) sowie von 7 nicht-atopischen Personen mit positiver Reaktion auf Haus-
staubmilbenantigen im Pricktest entnommen (15 Minuten nach Allergenapplikation). Antihi-
staminika waren mindestens während der 3 vorausgegangenen Tage, systemische Steroide
mindestens während der 3 vorausgegangenen Wochen nicht verwendet worden. Als Kontrolle
diente wiederum normale, bei kosmetischen Operationen gewonnene Haut (N = 10).
Die Biopsien wurden unmittelbar nach Entnahme in flüssigen Stickstoff gegeben und an-
schließend tiefgefroren bei - 80o C gelagert. Alle Patienten hatten den Biopsien nach entspre-
chender Aufklärung zugestimmt.
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3.2. Immunhistochemie
Die immunhistochemischen Färbungen erfolgten an Gefrierschnitten mittels der in der Ar-
beitsgruppe etablierten APAAP-Technik (Schadendorf et al., 1991). In Tabelle 1 sind die
verwendeten Antikörper aufgelistet.
Tabelle 1: Monoklonale Antikörper für die APAAP-Färbungen
monoklonaler AK Subklasse Spezifität Quelle
anti-SCF IgG1 SCF Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA
YB5.B8 IgG1 c-Kit
(CD 117)
L.K.Ashman, Adelaide,
Australien
anti-NGF IgG1 NGF Santa Cruz Biotechnology
anti-NGF-R-TrkA IgG1 NGF-R TrkA Santa Cruz Biotechnology
anti-NGF-R, human IgG1 humaner NGF-R p75 Boehringer, Mannheim
anti-GM-CSF IgG1 GM-CSF Santa Cruz Biotechnology
Moonoclonal mouse anti-human
GM-CSF-R (CDw116)
IgG2a α-Kette des huma-
nen GM-CSF-R
Genzyme Diagnostics,
Cambridge, USA
anti-TGF-β 1 IgG1 TGF-β 1 Santa Cruz Biotechnology
anti-TGF-β-R I IgG1 TGF-β-R Typ I Santa Cruz Biotechnology
anti-TGF-β-R II IgG1 TGF-β-R Typ II Santa Cruz Biotechnology
TA 99 Melanosomen L.J.Olds, New York, USA
Anti-human desmin IgG1 Desmin DAKO, Dänemark
Anti-human IL-3 monoclonal
antibody
IgG1 IL-3 Genzyme
Anti-human TNF-α rabbit poly-
clonal antibody
IgG and
IgM
TNF-α Genzyme
Anti-human IL-8 monoclonal
antibody 52E8
IgG1 IL-8 M. Sticherling, Kiel
AA1 IgG1 Tryptase A. Walls, Southampton, Groß-
britannien
UCHL1 IgG2a T-Zellen DAKO
IgG2a (mouse) isotypic control IgG2a Immunotech, Marseille, Frank-
reich
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3.3. Enzymhistochemische sequentielle Doppelfärbung
Die Tryptase- und Chymasefärbungen erfolgten an Gefrierschnitten mittels enzymspezifischer
chromogener Substrate (Algermissen et al., 1994; Harvima et al., 1990). Als Substrat für
Tryptase wurde Z-Gly-Pro-Arg-MNA (40mM) (Bachem, Bubendorf, Schweiz) verwendet
unter Zusatz von α1-Antitrypsin (Sigma, St. Louis, USA) zur Inhibition von Chymase und als
Substrat für Chymase Suc-Val-Pro-Phe-MNA (Bachem) mit Zugabe von Aprotinin (Sigma)
zur Blockierung der Chymase-ähnlichen Aktivität von Cathepsin G. MCTC wurden orange-
braun, MCT dunkelblau angefärbt. Dieselben Schnitte wurden sequentiell angefärbt und hin-
sichtlich der Zahl von MCT und MCTC quantitativ ausgewertet (Algermissen et al., 1994).
3.4. Immunfluoreszenzdoppelfärbung
Zur Identifizierung von Mastzellrezeptoren wurden Doppelfärbungen mit Fluoreszein
(DTFA)-konjugiertem Eiweißavidin (Jackson Immuno Research Laboratories, West Balti-
more, USA) und mit den jeweiligen primären Antikörpern (s. Tab. 2) für den ersten Schritt
der APAAP-Reaktion durchgeführt (Haas et al., 1995a). Anschließend wurde ein Fluoro-
chrom-konjugierter Antikörper (Cy3TM-conjugated AffiniPureF(ab)2 Fragment Goat Anti-
Mouse IgG(H+L), Jackson Immuno Research Laboratories, West Baltimore, USA) als Se-
kundärantikörper eingesetzt.
Tabelle 2: Monoklonale Antikörper für die Immunfluoreszenzdoppelfärbung
Monoklonale Antikörper Titer
YB5.B8 1 : 5000
Anti-human GM-CSF-Receptor (CD w 116) 1 : 300
Anti-Nerve Growth-Factor-Receptor, human (anti-p75) 1 : 500
Cy3TM-conjugated AffiniPureF(ab)2 Fragment Goat Anti-Mouse IgG 1 : 700
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3.5. Bestimmung der enzymatischen Aktivität der Mastzellproteasen
Die Enzymaktivität der Mastzellproteasen wurde in homogenisierten Hautbiopsien gemessen.
Tryptase wurde durch Spaltung des Peptids Z-Gly-Pro-Arg-pNA (4mM) unter Zusatz von
Heparin (5 mg pro ml) und α-1-Antitrypsin (2 mg pro ml) zur Hemmung anderer Enzyme mit
trypsinähnlicher Aktivität bestimmt, Chymase durch Spaltung von Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
(2mM) in Gegenwart von Aprotinin (0,5 mg pro ml) als Inhibitor unspezifischer chymotryp-
sinähnlicher Aktivität durch Cathepsin G (alle verwendeten Substrate und Substanzen von
Sigma, Deisenhofen, Deutschland) (Harvima et al., 1988; Schwartz et al., 1987). Die enzy-
matische Aktivität wurde als mU pro mg Protein ausgedrückt nach Anpassung der Werte an
den spektrometrisch (280 - 260 nm) ermittelten Proteingehalt der Homogenate.
3.6. Bestimmung der mitogenen Wirkung von Mastzellproteasen auf Fibroblasten und
Keratinozyten
Murine 3T3 Swiss Albino-Fibroblasten (Passagen  98-113; ICN, Meckenheim, Schweiz), bo-
vine Thymozyten (Becton Dickinson, Basel, Schweiz) und HaCaT Keratinozyten (interne
Passagen 15-32; dankenswerterweise zur Verfügung gestellt von N. Fusenig, Heidelberg,
Deutschland) wurden in DMEM (GIBCO, Basel, Schweiz) mit 5 % FCS und Antibiotika sup-
plementiert und bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert mit wö-
chentlichen Passagen.
Nach Trypsinisierung mit EDTA wurden die Zellen geerntet und bei einer Dichte von 10 000
Keratinozyten oder 5000 Fibroblasten / ml supplementiertes Kulturmedium über 3 Tage in
Lochplatten inkubiert. Anschließend wurden die Zellen über 3 Tage in serumfreiem Medium
bei einer Konfluenz von 40 - 60 % kultiviert, um sie in ein Ruhestadium zu versetzen. 23
Stunden nach Zugabe der Testsubstanzen [humane Lungentryptase, EGF, TGF-α (alle von
ICN), α-Thrombin, Trypsin und Chymotrypsin (alle von Sigma, Deisenhofen, Deutschland),
Chymase aus Haut von Moro-Mäusen (Algermissen, 1994) ] wurden die Zellen mit 300 µl
Trypsin-EDTA (Keratinozyten) oder 250 µl EDTA mit 1% Glukose und 50 µl Trypsin-EDTA
(Fibroblasten) in Suspension gebracht. Als Inkubationsperiode wurden 23 Stunden gewählt,
da nach diesem Intervall eine optimale Verteilung der rekrutierten Zellen in der S+G2M-Phase
vorlag.
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Für die anschließende FACS-Analyse wurden 50 µl einer 1% RNAse-Lösung, 1% Trypsinin-
hibitorlösung, 150 µl Propidiumjodid und 20 µl 0.1% Triton x (alle von Sigma) in jedes Kul-
turloch gegeben. Den Keratinozyten wurden 40 µl bovine Thymocyten (1000 Zellen / ml) als
interne Kontrolle beigefügt. Die Zellen wurden durch Nylonfilter mit einer Porengröße von 45
µm passiert, hinsichtlich der Anfärbung ihrer Kerne mit Propidiumjodid überprüft und der
DNA-Gehalt mit einem FACS-STARPLUS-Gerät (Becton Dickinson) analysiert. Die mitogene
Wirkung wurde aus dem Verhältnis des Prozentsatzes von Zellen in der G0/G1-Phase zu dem
von Zellen in der S+G2M-Phase mit einem Computerprogramm berechnet.
3.7. Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion
Die Biopsien wurden in flüssigem Stickstoff homogenisiert und lysiert. Die Gesamt-RNA
wurde unter Verwendung des RNeasy-total-RNA-kit (Quiagen, Hilden) präpariert. Mit einem
cDNA-Synthese-Kit (InVitrogen, Stade) wurde über reverse Transkription von 5 µg Gesamt-
RNA cDNA synthetisiert. Die Amplifikation von cDNA erfolgte mit den folgenden Primern
[Wo nicht anders angegeben, mögen Détails zur Herkunft der Primer den folgenden Arbeiten
entnommen werden: (Hermes et al., 2000; Welker et al., 1999; Welker et al., 2000a) ]:
GAPDH: 5'GAT GAC ATC AAG AAG GTG GTG und 5'GCT GTA GCC AAA TTC GTT
GTC (197 bp),
Tryptase: 5'GGA GCT GGA GGA GCC CGT GA  und 5'ACC TGG GTA AGG AAG CAG
TGG TG (531 bp),
Chymase: 5´AAG GAG AAA GCC AGC CTG ACC und 5´TCC GAC CGT CCA TAG
GAT ACG (321 bp),
SCF: 5’GGG CTG GAT CGC AGC GC und 5 ‘CTC CAC AAG GTC ATC CAC (Longley et
al., 1993),
c-Kit: 5'CGT TGA CTA TCA GTT CAG CGA G und 5'CTA GGA ATG TGT AAG TGC
CTC C (369 bp),
NGF: 5’ TCA TCA TCC CAT CCC ATC TTC CAC und 5’ CAC AGC CTT CCT GCT
GAG CAC ACA (348 bp) (Tam et al., 1997),
NGFR-p75: 5'TGA GTG CTG CAA AGC CTG CAA und 5'TCT CAT CCT GGT AGT
AGC CGT (230 bp),
NGFR-TrkA: 5'GGC TCC TCG GGA CTG CGA TG und 5'CAG GAG AGA GAC TCC
AGA GCG (260 bp),
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GM-CSF: 5’ACA CTG CTG AGA TGA ATG AAA CAG TAG und 5’ TGG ACT GGC
TCC CAG CAG TCA AAG GGG ATG (285 bp; Stratagene, Heidelberg);
GM-CSFR: CTT CTC TCT GAC CAG CA  und 5’ ACA TGG GTT CCT GAG TC (530 bp)
(Guillaume et al., 1993),
TGFß1: 5’ CGG GGC GAC GAC CTG GGC ACC ATG CAT GAC und 5’ CTG CTC CAC
CTT CCC CTT GCG ACC CAC (187 bp) (Stratagene),
TGFßRI: 5’ TAG CTG AAA TTG ACC TAA TTC CTC G und 5’ TGC GGT TAT GGC
AGA TAT AGA CC (310 bp) (Suzuki et al., 1994),
TGFßRII: 5’ AGA CTG ACT TGC GAC AAC CAG und 5’ GAC TGC TGG TGG TGT
ATT CTT CCG (250 bp) (Lawler et al., 1994),
Mittels taq-Polymerase (GIBCO) wurde die Amplifikation mit einem automatischen Tempe-
raturzyklusgerät (Perkin Elmer, Weiterstadt) über 24 - 40 Zyklen durchgeführt. Jeder Zyklus
bestand aus folgenden Teilschritten: Denaturation bei 94°C, Abkühlung und Hybridisierung
bei 56°C sowie Extension bei 72 °C, jeweils über eine Minute. Für die semiquantitative PCR
wurde die cDNA aus den verschiedenen Geweben durch serielle Verdünnungsschritte auf die
gleiche Menge justiert. Das konstitutiv exprimierte GAPDH-Gen diente als Kontrolle (Grabbe
et al., 1996; Hermes et al., 2000). Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarosegel-
Elektrophorese nach enzymatischer Verdauung mittels Standardtechniken. Die Banden wur-
den mit Ethidiumbromid angefärbt, und die Färbeintensität der Banden wurde densitometrisch
mit Hilfe eines Videoscanners und der Software ScanPack 3.0 (Biometra, Göttingen) be-
stimmt.
3.8. FACS-Analyse von Mastzellen
Mastzellen wurden aus Hautexzisaten (normale Haut) mittels enzymatischem Abbau in meh-
reren aufeinanderfolgenden Schritten isoliert und anschließend mit einem magnetischen Zell-
sortierer unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers YB5.B8 (L.K.Ashman, Adelaide,
Australien) weiter aufgereinigt. Durch die Toluidinblaufärbung konnte ein Reinheitsgrad von
95 % bestätigt werden. Für die FACS-Analyse wurden die Zellen mit Maus-IgG inhibiert und
bei 4°C über 30 Minuten mit dem Antikörper in 100 µl PBS (mit/ohne Ca2+, Mg2+, 2% FCS)
inkubiert, anschließend mit einem Fluoreszein-konjugierten Sekundärantikörper markiert und
mittels Durchflußzytometrie analysiert (Lippert et al., 1998).
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3.9. Mikroskopische Auswertung
Die Schnittpräparate der immunhistochemischen Studien von Narbengewebe versus normale
Haut wurden bei 400facher Vergrößerung ausgewertet unter Verwendung eines Netzmikro-
meters (0,0625 mm2 pro Gitterfeld). Zellen in der Epidermis wurden jeweils über 0,0625 mm
ausgezählt. Hinsichtlich der Dermis wurden obere Dermis (bis 0,0625 mm unterhalb der Ba-
salmembran = 1 Gitterfeld), mittlere Dermis (basal angrenzende 0,1250 mm = 2 Gitterfelder)
und untere Dermis (basal angrenzende Dermis bis Subcutis) unterschieden. In allen Präpara-
ten war der Tiefendurchmesser der Dermis ausreichend für diese Unterteilung. Die angegebe-
nen Zellzahlen beziehen sich jeweils auf 0,0625 mm2.
Bei der enzymhistochemischen sequentiellen Doppelfärbung wurden zunächst die mit der
Chymasefärbung identifizierten MCTC jeweils ausgezählt und fotografiert, danach in densel-
ben Schnitten und Gesichtsfeldern die durch die Tryptasefärbung dargestellten MCT.
Die Avidin-APAAP-doppelgefärbten Schnitte wurden bei 1000facher Vergrößerung in
Ölimmersion mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop HB050, Zeiss, Oberkochem,
Deutschland) ausgewertet und fotografiert (Zeiss-Mikroskop-Kamera MC80). Das Filterset 09
(Exzitation 450-490 nm) diente zur Darstellung der avidingefärbten Mastzellen, die grün er-
schienen, das Filterset 15 (Exzitation 546/12) zur Identifikation der rot angefärbten Zytokin-
rezeptoren in jeweils denselben Gesichtsfeldern.
Auch die Urtikariabiopsien im Vergleich zu normaler Haut wurden für die immunhistochemi-
schen Untersuchungen bei 400facher Vergrößerung ausgewertet für folgende Kompartimente
der Haut: Epidermis, dermale perivaskuläre Zellen, dermale Endothelzellen, letztere beide
jeweils unterteilt nach oberer und unterer Dermis. Die angegebenen Zahlen bedeuten jeweils
angefärbte Zellen pro Mikroskopausschnitt bei 400facher Vergrößerung (HPF).
Für die Identifizierung von Zytokinrezeptoren auf Mastzellen wurden Serienschnitte mit
Tryptase und dem jeweiligen Zytokin angefärbt. Jeweils 50 - 100 Mastzellen wurden pro
Biopsie hinsichtlich einer Zytokinexpression ausgewertet.
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3.10. Statistische Auswertung
Hinsichtlich der immunhistochemischen Untersuchungsergebnisse erfolgt die Angabe der
Zellzahlen jeweils als Mittelwert mit Standardabweichung (MW ± SD). Statistische Signifi-
kanz der immunhistochemischen Untersuchungen von Narbengewebe im Vergleich zu nor-
maler Haut wurde mit dem Mann-Whitney U-Test ermittelt. Für die mRNA-Bestimmung
wurde statistische Signifikanz mit dem ungepaarten zweiseitigen Student t-Test untersucht.
Der Wilcoxon-Rank-Test diente zur Korrelation von immunhistochemischen Ergebnissen und
Narbenalter. Die statistische Auswertung erfolgte zum Teil mit der Unterstützung des Instituts
für Medizinische Statistik und Informationsverarbeitung der Freien Universität.
Für die immunhistochemischen Untersuchungen der Urtikariagewebe im Vergleich zu nor-
maler Haut wurde statistische Signifikanz mit dem Student t-Test bei ungepaarten Proben
ermittelt, mit dem gepaarten Student t-Test beim Vergleich zwischen läsionaler und nichtlä-
sionaler Haut jeweils derselben Urtikariapatienten. Der Wilcoxon-Rank-Test diente der Er-
mittlung einer möglichen Korrelation zwischen Mastzellzahlen und Zytokinreaktivität in den
Biopsien.
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4. Ergebnisse und Diskussion
4.1. Mastzellen in Narbengewebe
4.1.1. MCTC und MCT
In der normalen Haut fanden sich MCTC und MCT im gesamten Korium mit bevorzugter
Gruppierung um Gefäße und um Hautanhangsgebilde (Abb. 1, S. 45). MCT zeigten eine kon-
tinuierliche Abnahme vom oberen zum unteren Korium (Tab.3).
In Narbengewebe waren zum Teil (N = 6) keine, in den übrigen Narben nur vereinzelt MCTC
sichtbar, die kleiner und schwächer angefärbt als MCTC in normaler Haut wirkten (Abb. 2, S.
46). Unauffällige MCTC fanden sich in an das Narbengewebe angrenzender normaler Haut,
so daß ein technischer Fehler bei der Färbung ausgeschlossen werden konnte. Die Verminde-
rung der Anzahl von MCTC in Narben gegenüber normaler Haut war in allen drei Koriume-
tagen hochsignifikant (p < 0,0001, siehe Tab. 3). Das Narbenalter (< oder > 35 Tage) hatte
keinen Einfluß auf die Anzahl von MCTC (Abb. 3, S. 47).
Tabelle 3: Chymase- und tryptasehaltige Mastzellen sowie c-Kit-positive Zellen in normaler
Haut und Narbengewebe. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro 0,0625 mm2 ± SD dar.
MCTC MCT c-Kit-positive Zellen
Normale Haut (N = 10)
obere Dermis 2,77 ± 0,62 5,22 ± 1,03 5,14 ± 0,96
mittlere Dermis 3,04 ± 0,78 3,30 ± 0,98 2,55 ± 0,89
untere Dermis 2,13 ± 0,63 2,06 ± 0,86 1,45 ± 0,58
Narben (N = 20)
obere Dermis 0,26 ± 0,16*** 5,85 ± 1,03 6,99 ± 1,08
mittlere Dermis 0,39 ± 0,22*** 4,33 ± 1,21 5,74 ± 1,09*
untere Dermis 0,28 ± 0,17*** 2,14 ± 0,63 2,94 ± 0,64**
*** p < 0,0001, ** p < 0,026, * p < 0,041 im Vergleich zu normaler Haut.
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(B)
Abb. 1: Darstellung der MCT (A) und MCTC (B) in normaler Haut mittels enzymhistoche-
mischer sequentieller Doppelfärbung (jeweils x 100).
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Abb. 2: Narbengewebe mit weitgehendem Fehlen von MCTC in der enzymhistochemischen
Färbung (x 200)
Auch MCT waren in Narben im Vergleich zur gesunden Haut kleiner mit jeweils aufgehell-
tem Zentrum. Jedoch fand sich kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl der MCT zwischen
Narben und normaler Haut (Tab. 3, S. 44). Wie in normaler Haut nahmen die MCT in Nar-
bengewebe von der oberen zur unteren Dermis ab, unabhängig vom Narbenalter. In alten
Narben fanden sich mehr MCT als in frischen Narben (Abb. 3, S. 47). Der Unterschied zwi-
schen den Zellzahlen war im unteren Korium signifikant bei p < 0,032.
Alle Hautmastzellen enthalten Tryptase, und unter normalen Bedingungen enthalten ca 88 %
der Hautmastzellen zusätzlich auch Chymase, wie sich durch unsere Untersuchungen mit ei-
nem Verhältnis von 89 % MCTC zu 11 % MCT bestätigen ließ (siehe 1.4.1.3 und Tab. 4, S.
47). In Narbengewebe zeigte sich bei signifikanter Abnahme von MCTC eine Umkehrung
dieses Verhältnisses mit 9 % MCTC zu 91 % MCT, und zwar sowohl in frischen als auch in
alten Narben (Tab. 4, S.47).
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Abb. 3: Chymase- und tryptasehaltige Mastzellen sowie c-Kit-positive Zellen in der Dermis
von normaler Haut im Vergleich zu frischen und alten Narben. Die angegebenen Zellzahlen
stellen MW ± SD pro 0,0625 mm2 dar.
** p < 0,001, * p < 0,05 im Vergleich zu normaler Haut.
Tabelle 4: Anzahl der jeweils unterschiedlich gefärbten Mastzellen in normaler Haut (ge-
samte Dermis) im Vergleich zu Narbengewebe und Verhältnis von MCTC und MCT in Pro-
zent. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW ± SD pro 0,0625 mm2 dar.
Mastzellen normale Haut (Dermis) Narben (Dermis)
MCTC 2,41 ± 0,67 0,28 ± 0,17
MCT 2,71 ± 0,96 3,14  ± 0,97
SCF-R-positive Zellen 2,36 ± 0,86 4,28 ± 0,93
MCTC : MCT 89% : 11% 9% : 91%
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4.1.2. c-Kit-positive Mastzellen
Physiologischerweise wird c-Kit in der Haut nur von Mastzellen und Melanozyten exprimiert.
Da Melanozyten normalerweise epidermal lokalisiert sind, handelt es sich bei den dermalen c-
Kit-positiven Zellen ausschließlich um Mastzellen, so daß sich c-Kit als ein idealer membran-
ständiger Mastzellmarker erweist, der auch nach Degranulation der Zelle diese als Mastzelle
identifizieren kann im Gegensatz zu den Mastzellfärbungen, die auf Bindung der Farbstoffe
an Bestandteile der Granula beruhen (Toluidinblau, Avidin). Die in anderen Untersuchungen
gewählte Identifizierung von Mastzellen mittels Markierung des hochaffinen IgE-Rezeptors
FcεRI muß als weniger spezifisch betrachtet werden, da auch weitere dermale Zellen, z.B.
Monozyten, Makrophagen und dermale dendritische Zellen, diesen Rezeptor exprimieren
können (Haas et al., 1992; Maurer et al., 1994).
Im Korium normaler Haut fanden sich c-Kit-positive Zellen gleichmäßig disseminiert und
perivaskulär sowie perifollikulär gehäuft mit abnehmender Tendenz von der oberen zur unte-
ren Dermis. Narbengewebe zeigte in der Dermis eine relativ gleichmäßige Verteilung c-Kit-
positiver Zellen, deren Zahl sich ebenfalls nach unten hin verringerte (Abb. 4, S. 49). Im Ver-
gleich zur normalen Haut war die Zahl c-Kit-exprimierender Zellen in allen Koriumetagen
höher. Der Unterschied erreichte Signifikanz in der mittleren (p < 0,041) und in der unteren
Dermis (p < 0,026; siehe Tab. 3, S. 44). In den älteren Narben fanden sich im tiefen Korium
signifikant mehr SCF-R-positive Zellen als in den frischen Narben (p < 0,024). Zum Aus-
schluß von dermalen Melanozyten erfolgte eine Färbung mit dem Melanosomenmarker TA99,
der keinerlei dermale Zelle in normaler Haut oder in Narben markierte.
Erwartungsgemäß markierte der monoklonale Antikörper YB5.B8 gegen c-Kit in der norma-
len Haut Zellen innerhalb der Basalzellschicht der Epidermis, die den Melanozyten entspre-
chen (Dippel et al., 1995). In jüngeren und alten Narben gleichermaßen fehlte eine epidermale
c-Kit-Expression weitgehend mit hochsignifikantem Unterschied zur normalen Haut (p <
0,0001). Der Melanosomenmarker TA99 färbte eine ähnliche Anzahl von Zellen in der epi-
dermalen Basalzellschicht normaler Haut wie der c-Kit-Antikörper YB5.B8. Im Gegensatz zu
den c-Kit-positiven epidermalen Zellen zeigten TA99-markierte Zellen jedoch keine Abnah-
me in der Epidermis von Narbengewebe (Tab. 5, S. 49). Hierbei könnte eine selektive Her-
unterregulation der melanozytären c-Kit-Expression in Narbengewebe eine Rolle spielen.
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Abb. 4: Narbengewebe mit zahlreichen c-Kit-positiven Mastzellen (APAAP-Färbung mit
dem c-Kit-Antikörper YB5.B8; x 100)
Tabelle 5: Immunreaktivität basaler Epidermiszellen mit den Antikörpern YB5.B8 gegen c-
Kit und TA99 gegen Melanosomen. Zahlen entsprechen MW der markierten Zellen pro
0,0625 mm Epidermislänge ± SD.
YB5.B8 TA99
Normale Haut 15,45 ± 2,29 19,38 ± 9,77
Narben 2,39 ± 0,63* 20,17 ± 5,46
* p < 0,0001 im Vergleich zu normaler Haut.
4.1.3. Pathophysiologische Bedeutung von Mastzellsubtypen in Narbengewebe
Unter mehreren Möglichkeiten der Anfärbung von Mastzellen haben wir die enzymhistoche-
mische sequentielle Doppelfärbung der Proteasen Chymase und Tryptase gewählt, mit deren
Hilfe eine Subtypisierung in MCT und MCTC möglich ist. In gesunder humaner Haut finden
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sich weitaus überwiegend MCTC, nämlich 88 % (Galli, 1990; Irani et al., 1986; Irani &
Schwartz, 1989). In Narben kehrt sich dieses Verhältnis um mit nur noch 9 % MCTC bei ins-
gesamt etwa gleicher Menge von MCT. Dieses Ergebnis korrespondiert zu Publikationen, in
denen eine relative Vermehrung von MCT auch bei anderen entzündlichen Prozessen der
Haut beschrieben wurde (Algermissen et al., 1994; Harvima et al., 1990; Jarvikallio et al.,
1997).
Hinsichtlich fibrosierender Prozesse und Mastzellsubtypen liegen unterschiedliche Ergebnisse
vor. Bei der Sklerodermie wurde eine weitgehende Abnahme der MCTC beobachtet (Irani et
al., 1992). Bei der rheumatoiden Arthritis ebenso wie bei der fibrosierenden Glomerulone-
phritis fanden sich bei insgesamt erhöhter Mastzellzahl in Bereichen aktiver fibrosierender
Entzündung vermehrt MCTC (Gotis-Graham & McNeil, 1997; Toth et al., 1999). Ca 80 bis
95 % der in arteriosklerotischen Karotiden insgesamt vermehrten Mastzellen waren MCTC
(Jeziorska et al., 1997). Wie zu erwarten, zeigte sich im Rahmen einer Mastzellvermehrung
im späten fibrosierenden Stadium des respiratorischen Distress-Syndroms der Lunge keinerlei
Änderung des MCT/MCTC-Verhältnisses bei Dominanz von MCT in Lungengewebe (s.o.
1.4.1.3) (Liebler et al., 1998). Beim Gewebeumbau im Rahmen von Wundheilung und Fibro-
sierung werden proentzündliche Zytokine von ortsständigen und einwandernden Zellen frei-
gesetzt, die zu Veränderungen des Mikromilieus führen. Diese Prozesse können in den ver-
schiedenen Organen wie Haut, Lunge, Arterien, Synovia oder Niere unterschiedlich ausge-
prägt sein. In Abhängigkeit von Situation und Umgebung sind Konversion von Mastzellsub-
typen sowie Änderungen der von Mastzellen exprimierten Zytokine gut möglich (Bradding et
al., 1995b; Irani & Schwartz, 1989; Lorentz et al., 2000).
Das auffällige Verschwinden chymasehaltiger Mastzellen in Narbengewebe scheint dem in
der Literatur beschriebenen „Verschwinden“ von mit Avidin und Toluidin anfärbbaren
Mastzellen bei der Sklerodermie, der GVHD der Maus sowie bei der Wundheilung zu ent-
sprechen. Da mit anderen Darstellungsmethoden, die nicht auf Anfärbung der Granula beru-
hen, nämlich elektronenmikroskopisch oder durch Markierung von membranständigen IgE-
Rezeptoren, scheinbar verschwundene Mastzellen doch sichtbar gemacht werden konnten,
wurden sie als Phantommastzellen bezeichnet (Choi & Claman, 1987; Choi et al., 1987; Cla-
man, 1990; Claman et al., 1986; Wichmann, 1955). Dieses Phänomen wird durch De- und
Transgranulation von Mastzellen in akut und chronisch traumatisierter Haut erklärt (Claman,
1989; Irani et al., 1992; Pearson et al., 1988; Seibold et al., 1990). Auch die bei unseren Ar-
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beiten aufgefallene kleinere Zellgröße und geringere Anfärbbarkeit sowohl von chymase- als
auch von tryptasehaltigen Mastzellen in Narben paßt zum Konzept der Degranulation (Abb.
5).
Abb. 5: Schwach angefärbte, blasse MCT in Narbengewebe (rechts im Bild) neben normalen
MCT in der angrenzenden normalen Haut (links im Bild); enzymhistochemische Färbung, x
400.
Bemerkenswert ist jedoch die in frischen und älteren Narben gleichermaßen geringe Anzahl
von MCTC. Zum einen kann eine kontinuierliche Aktivierung von Mastzellen mit ständiger
langsamer Degranulation eine Rolle spielen. Hiermit wären die Funktionen der Proteasen im
Bindegewebsmetabolismus gut zu vereinbaren (Akers et al., 2000; Atkins & Clark, 1987;
Fang et al., 1997; Fang et al., 1996; Gruber & Schwartz, 1990; Hartmann et al., 1992; Kof-
ford et al., 1997; Lees et al., 1994; Trautmann et al., 1998). Möglicherweise ist auch das Mi-
kromilieu von Narbengewebe der Entwicklung von MCTC abträglich, die sich nicht in allen
Organen und nur unter speziellen Kulturbedingungen entwickeln (Li et al., 1995; Schwartz et
al., 1987). Außerdem wurde beobachtet, daß die nach vorübergehendem Verschwinden wie-
der in Erscheinung tretenden und durch Granulafärbung identifizierbaren Mastzellen Charak-
teristika unreifer Mastzellen aufweisen (Choi et al., 1987). Unreife Mastzellen enthalten
Tryptase, jedoch keine Chymase (Czarnetzki et al., 1995). Als Erklärung liegt nahe, daß nach
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Degranulation, gegebenenfalls auch Destruktion der ortsständigen Mastzellen, unreife
Mastzellen oder Mastzellvorläufer durch Mediatoren angelockt werden und in das Granula-
tions- bzw. Narbengewebe einwandern und hier persistieren. Solche chemotaktischen Media-
toren, z.B. SCF, TGF-β, Komplementfaktoren oder IL-8, können einerseits aus den degranu-
lierten Mastzellen selbst stammen, zum anderen aus aktivierten Endothelzellen, Fibroblasten
oder eingewanderten Entzündungszellen (Hartmann et al., 1997; Lippert et al., 1998).
Für die Präsenz unreifer Mastzellen in Narben spricht unsere Beobachtung, daß sich bei
Mastzellmarkierung mit einem Antikörper gegen den membranständigen SCF-R c-Kit in der
Dermis von Narben mehr Zellen anfärben ließen als in gesunder Haut. Der Unterschied der
jeweils markierten Zellen erreichte Signifikanz für die mittlere und tiefe Dermis. c-Kit ist als
membranständiger Rezeptor auch auf degranulierten Mastzellen vorhanden und wird sowohl
von unreifen als auch von reifen Mastzellen exprimiert, so daß davon ausgegangen werden
kann, daß mit der Markierung SCF-R-positiver Zellen in der Dermis die meisten Mastzellen
dargestellt werden im Vergleich zu den anderen in unseren Untersuchungen verwendeten
Mastzellfärbemethoden (Valent, 1995). Dermale, möglicherweise c-Kit-exprimierende Mela-
nozyten wurden durch die negativ verlaufene Färbung mit dem Melanosomenmarker TA99
ausgeschlossen. Die bei Verwendung von Mastzellgranulafärbungen beschriebene Dynamik
der Mastzellzahlen bei fibrosierenden Prozessen mit anfänglichem Rückgang und späterem
Überschießen läßt sich bei Markierung des C -Kit auf Mastzellen nur für die zweite Phase mit
Zunahme der Mastzellen nachvollziehen.
4.2. MC-Proteasen in Narbengewebe
Die Messung der Proteaseaktivitäten in homogenisierten Gewebsextrakten von Narben versus
gesunde Haut zeigte einen signifikanten Anstieg der Tryptaseaktivität (p < 0,001) und im Ge-
gensatz dazu eine signifikante Verminderung der Chymaseaktivität (p < 0,05) in Narben im
Vergleich zu normaler Haut (Abb. 6, S. 53).
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Abb. 6: Proteaseaktivitäten in Gewebsextrakten aus normaler Haut und Narben jeweils der-
selben Patienten (mU/mg Protein). MW + SD; N = 7.
In Übereinstimmung damit ließen sich mittels semiquantitativer RT-PCR ebenfalls in homo-
genisierten Gewebsextrakten eine erhöhte Expression von Tryptase-mRNA sowie eine herab-
gesetzte Expression von Chymase-mRNA in Narben nachweisen (Tab. 6, S. 54; Abb. 7).
     1    2    3
GAPDH
Chymase
c-Kit
Tryptase
Abb. 7: Durch semiquantitative RT-PCR ermittelte mRNA-Expression von Chymase, Tryp-
tase und c-Kit in Gewebsextrakten aus Narben und normaler Haut. Repräsentatives Beispiel
von N = 5 Experimenten. 1 = Kontrolle ohne cDNA; 2 = normale Haut; 3 = Narbe.
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Tabelle 6: : Densitometrische Analyse der Signalintensität von Banden einer RT-PCR mit
DNA-Primern für Chymase, Tryptase und c-Kit. MW ± SD von N = 5, * p < 0,05 im Vergleich
zu normaler Haut.
DNA-Primer für Narben Normale Haut
Chymase 0,2 ± 0,1* 0,4 ± 0,1
Tryptase 2,9 ± 1,0* 0,8 ± 0,4
c-Kit 1,0  ± 0,4* 1,7 ± 0,6
Die Verminderung der Chymaseaktivität und der Chymase-mRNA-Expression in Narbenge-
websextrakten steht in Einklang mit der immunhistochemisch nachgewiesenen starken Ab-
nahme von MCTC in Narben (s. 4.1.1). Die Narben, die zur Herstellung der Gewebsextrakte
dienten, waren zwischen 23 und 56 Tage alt. Die nach Gewebetraumatisierung einsetzende
Degranulierung der Mastzellen mit Freisetzung von Chymase und Tryptase scheint in diesem
Zeitintervall keine entscheidende Rolle mehr zu spielen. Der Anstieg der Tryptaseaktivität
und der Tryptase-mRNA-Expression in Narbengewebsextrakten desselben Narbenalters paßt
sowohl zu der in Narben immunhistochemisch nachgewiesenen kontinuierlichen Präsenz von
MCT, die in älteren Narben (> 35 Tage) an Zahl noch zunehmen, als auch zu der veränderten
Morphe der MCT mit auffällig kleinerer Zellgröße und geringerer Anfärbbarkeit als in nor-
maler Haut, die fortgesetzte Degranulation nahelegt (s. 4.1.1). Auch die in Narbengewebe
vermehrten c-Kit-positiven, möglicherweise unreifen Mastzellen können durch andauernde
Degranulation zur Erhöhung der Tryptaseaktivität beitragen (s. 4.1.2 und 4.1.3).
4.2.1. Mitogene Wirkung der Mastzellproteasen auf Fibroblasten und Keratinozyten
Um die potentielle Bedeutung der Proteasen aus Mastzellen für die Wundheilung zu klären,
wurden Untersuchungen zu ihrer mitogenen Wirkung auf Fibroblasten durchgeführt. Zunächst
wurde der Effekt des Kulturzusatzes FCS ermittelt. Subkonfluente 3T3-Fibroblastenkulturen
zeigten bei einem FCS-Gehalt von 0,05 - 10 % eine konzentrationsabhängige Erhöhung der
Proliferation, die bei 5 - 10 % FCS am ausgeprägtesten war. Zusatz von Chymase und Trypta-
se zu in 5 % FCS inkubierten 3T3-Fibroblasten bewirkte jeweils eine dosisabhängige Zunah-
me der Mitogenität, die für Chymase ausgeprägter als für Tryptase war. Zugabe von EGF
führte zu einer weiteren Zunahme der Mitogenität der 3T3-Fibroblasten mit parallelem Kur-
venverlauf (Abb. 8).
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Abb. 8: Dosisabhängiger Effekt von Chymase (a) und Tryptase (b) auf die Mitogenität von in
5 % FCS inkubierten 3T3-Fibroblasten allein oder nach Zugabe von EGF (5 ng/ml). MW ±
SD; N = 3.
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Im Vergleich mit anderen mitogenen Stimuli entsprach der proliferationsfördernde Effekt von
Chymase dem von TGF α und EGF; geringere Effekte wurden mit Trypsin, α-Thrombin und
Tryptase in absteigender Reihenfolge erzielt (Abb. 9).
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EG F 0,5 ng/m l
TG Falpha 10 ng/m l
Throm bin 1 nM
Tryptase 60 nM
Trypsin 20 nM
C hym ase 300 m U
Prozent
Abb. 9: : Maximale mitogene Antwort von subkonfluenten 3T3-Fibroblasten auf verschiede-
ne Wachstumsfaktoren und Serinproteasen. Der durch 5% FCS erzielte mitogene Effekt wur-
de als 100 % definiert. MW ± SD; N = 3.
0 20 40 60 80 100 120
BM
FC S 5%
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TG Falpha 10 ng/m l
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Trypsin 20 nM
C hym ase 300 m U
Prozent
Abb. 10: Maximale mitogene Antwort von subkonfluenten HaCaT-Keratinozyten auf ver-
schiedene Wachstumsfaktoren und Serinproteasen. Der durch 5% FCS erzielte mitogene Ef-
fekt wurde als 100 % definiert. MW ± SD; N = 3.
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Da Keratinozyten für den Wundverschluß wesentlich sind, wurden entsprechende Untersu-
chungen an HaCaT-Keratinozyten durchgeführt. Dabei war FCS konzentrationsabhängig der
stärkste proliferationsfördernde Faktor. Chymase und Tryptase zeigten in unterschiedlichen
Konzentrationen keinerlei mitogenen Effekt auf HaCaT-Keratinozyten und inhibierten sogar
die durch EGF und α-Thrombin stimulierte Proliferation (Abb. 10, S. 56; Tab. 7).
Tabelle 7: Durch Chymase und Tryptase erzielte maximale Hemmung der mitogenen Ant-
wort von HaCaT-Keratinozyten auf Stimulation mit EGF und α-Thrombin. Die Werte für
EGF und α-Thrombin wurden jeweils auf 100 gesetzt. Optimale Konzentrationen der
Mastzellproteasen stehen in Klammern. Mittelwert von N = 3.
% Inhibition durch
Mastzellprotease EGF (0,5 ng/ml) α-Thrombin, 1 nM
Chymase 32,8 (300 mU) 45,8 (100 mU)
Tryptase 30,5 (2,2 nM) 55,8 (2,2 nM)
Diese Ergebnisse bestätigen die proliferationsfördernde Wirkung von Tryptase auf Fibrobla-
sten und zeigen denselben Effekt in noch ausgeprägterer Form auch für Chymase (Akers et
al., 2000; Hartmann et al., 1992; Levi-Schaffer & Kupietzky, 1990; Levi-Schaffer & Rubin-
chik, 1995; Ohtsuka, 2000; Ruoss et al., 1991; Trautmann et al., 1998). Die im initialen Sta-
dium nach Gewebetraumatisierung freigesetzte Chymase kann so zur Reparatur des Bindege-
webes beitragen, wohingegen eine Epithelisierung zu diesem frühen Zeitpunkt noch nicht
sinnvoll erscheint, was mit dem fehlenden mitogenen Effekt der Chymase auf Keratinozyten
vereinbar ist. Der Anstieg der Tryptaseaktivität und der Tryptase-mRNA-Expression in Ex-
trakten von 23 bis 56 Tage altem Narbengewebe spricht dafür, daß Tryptase anhaltend eine
fibroproliferative Wirkung ausübt.
In anderen bisher publizierten Studien zeigte Chymase aus Hundemastzellen keinerlei Effekt
auf Lungenfibroblasten von Hamstern oder Rattenfibroblasten, im Gegensatz zu Tryptase
(Ruoss et al., 1991). Rattenmastzellprotease I, die der Chymase entspricht, ist in der Lage,
den Zellstoffwechsel zu beeinflussen und inhibiert in vitro das Wachstum von Fibrosarkom-
zellen (Chan & Tharp, 1994). Welche pathogenetischen Mechanismen für stimulierende oder
inhibierende Effekte der Mastzellproteasen auf die Proliferation unterschiedlicher Zellen ver-
antwortlich zu machen sind, ist bisher ungeklärt. Die Aktivierung eines speziellen Signal-
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transduktionsweges in Hamsterfibroblasten durch Tryptase wird vermutet (Ruoss et al.,
1991). Der o. g. Effekt der Rattenmastzellprotease I auf Fibrosarkomzellen ist rezeptormedi-
iert (Chan & Tharp, 1994). Insgesamt scheinen die Proteasen somit fähig zu sein, selektiv auf
spezifische Zelltypen Einfluß nehmen zu können. Diese Eigenschaft kann gerade für die
Wundheilung und den Gewebeumbau bei der Narbenbildung wichtig sein und differenzierte
Interaktion mit anderen Wachstumsfaktoren ermöglichen.
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4.3. Mastzellwachstums- sowie chemotaktische Faktoren und Rezeptoren in humanem
Narbengewebe
4.3.1. SCF und SCF-Rezeptor
Dem SCF sowie seinem Rezeptor galt wegen seiner wichtigen Rolle als humaner Mastzell-
wachstumsfaktor zunächst das Interesse. In der Immunhistochemie normaler Haut exprimier-
ten diejenigen Zellen SCF, deren Fähigkeit zur Produktion von SCF bekannt ist, und zwar
Keratinozyten und Endothelzellen, weniger ausgeprägt Fibroblasten und nicht näher definierte
perivaskuläre Zellen, darunter Mastzellen (Grabbe et al., 1994b; Welker et al., 1999). Dassel-
be Muster ergab sich auch in Narbengewebe, allerdings bei insgesamt kräftigerer Färbeinten-
sität. Überdies ließen sich in der Dermis deutlich mehr SCF-positive Zellen nachweisen (Abb.
11; Abb. 12, S. 60). Dementsprechend war auch die SCF-mRNA in Narbengewebe im Ver-
gleich zu normaler Haut signifikant erhöht und sprach somit für eine gesteigerte Produktion
des Moleküls und nicht für einen erniedrigten Abbau (Tab. 9, S. 66; Abb. 15, S. 66).
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Abb. 11: Immunhistochemische Expression von SCF in normaler Haut (n.Haut) versus Nar-
bengewebe. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro HPF in der Epidermis sowie in der
oberen (ob.), mittleren (m.) und unteren (u.) Dermis ± SD dar. Die Werte unterscheiden sich
jeweils signifikant voneinander (Epidermis: p = 0,0007, obere Dermis: p = 0,001, mittlere Der-
mis: p = 0,0007, untere Dermis: p = 0,002).
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Abb. 12: SCF-Reaktivität in normaler Haut (A) und in Narbengewebe (B). APAAP-Färbung
mit anti-SCF, jeweils x 100.
Im Vergleich zur normalen Haut fand sich in der Dermis von Narbengewebe auch eine größe-
re Zahl SCF-R-positiver Zellen in allen Koriumetagen (siehe Tab. 3, S. 44). Wie in 4.1.2 er-
örtert, stellen diese Zellen ausschließlich Mastzellen dar, so daß davon ausgegangen werden
kann, daß Effekte von SCF bei der Wundheilung über Mastzellen vermittelt werden. In Nar-
bengewebe stellen verschiedene, durch proinflammatorische Stimuli aktivierte Zellen wie
Fibroblasten, Endothelzellen, auch Mastzellen potentielle Quellen für die SCF-Sekretion dar.
Überdies spielt die Differenzierung einzelner Zelltypen bei der SCF-Produktion eine Rolle
(Grabbe et al., 1996; Welker et al., 1999). Die Zunahme von SCF in Narbengewebe dürfte
wiederum zur vermehrten Rekrutierung von c-Kit- und tryptasepositiven Mastzellvorläufern
in Narbengewebe beitragen. PDGF, das nach Traumatisierung von Thrombozyten, Neutro-
philen und Mastzellen freigesetzt wird, führt in vitro via Erhöhung von membrangebundenem
SCF auf Fibroblasten indirekt ebenfalls zur Mastzellproliferation (Artuc et al., 1999; Hiragun
et al., 1998). Die Zell-Zell-Interaktion von Fibroblasten und Mastzellen via SCF / c-Kit führt
bei der Maus zur vermehrten Stimulation von Mastzellen mit Histamin- und Zytokinfreiset-
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zung (Hogaboam et al., 1998). Bei der Narbenbildung könnte die Interaktion SCF / c-Kit bei
Zell-Zell-Kontakt von Fibroblasten und Mastzellen Bedeutung für die Kontraktion von Kolla-
genfasern im Verlauf der Gewebewiederherstellung haben (Yamamoto et al., 2000). Unsere
Befunde korrespondieren zu der in der frühen Phase der systemischen Sklerodermie immun-
histochemisch festgestellten vermehrten dermalen SCF-Expression (Kihira et al., 1998; Ya-
mamoto et al., 1998).
Ergänzend untersuchten wir mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbung, wieviele avidingefärbte
Mastzellen jeweils in normaler Haut und in Narbengewebe SCF-R-positiv sind (Abb. 13). In
normaler Haut exprimierten 87 % der durch die Avidinfärbung markierten Mastzellen c-Kit,
13 % waren SCF-R-negativ.
(A) (B)
Abb. 13: Immunfluoreszenzdoppelfärbung desselben Ausschnitts mit Avidin (A) und dem c-
Kit-Antikörper YB5.B8 (B), normale Haut, x 1000.
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Dagegen fanden sich in neun Gewebeschnitten von Narben unabhängig vom Narbenalter kei-
ne avidinpositiven Mastzellen, in den übrigen Schnitten nur schwach fluoreszierende, einzel-
ne avidingefärbte Mastzellen, die in 56 % c-Kit-positiv, in 44 % c-Kit-negativ waren, wieder-
um unabhängig vom Narbenalter. Da mittels Avidinfärbung vermutlich nur MCTC, nicht aber
MCT erfaßt werden, paßt die Darstellung nur einzelner Mastzellen mit dieser Methode in
Narbengewebe zu den mit der Chymasefärbung erhaltenen Ergebnissen, da unreife Mastzel-
len, die vermutlich vermehrt in Narben rekrutiert werden, keine Chymase enthalten (s. auch
4.1.1 und 4.1.3) (Irani et al., 1992). Allerdings exprimieren unreife Mastzellen bereits den c-
Kit, so daß bei den mit der Avidinfärbung identifizierten reifen Mastzellen eigentlich die Ex-
pression des c-Kit zu erwarten gewesen wäre. c-Kit-negative Mastzellen wurden auch von
Mayrhofer et al. beschrieben (Mayrhofer et al., 1987). Im folgenden aufgeführte Ursachen
könnten für die Herabregulierung der c-Kit-Expression maßgebend sein. Nach Bindung von
SCF, der - wie wir zeigen konnten (s.o.) - im Rahmen der Narbenbildung vermehrt vorhanden
ist, an seinen Rezeptor c-Kit kann eine Rezeptor-Ligand-Internalisierung und damit Abnahme
der Anzahl der SCF-Rezeptoren eintreten. Auch durch De- und Transgranulationsprozesse ist
ein Rezeptorverlust denkbar. Anschließend ist eine Neusynthese des c-Kit erforderlich (Shi-
mizu et al., 1996). An humanen Lungenmastzellen und an HMC-1-Zellen wurde dosis- und
zeitabhängig eine Herabregulation des c-Kit durch SCF nachgewiesen (Baghestanian et al.,
1996). Außerdem ist eine Herunterregulierung des c-Kit auf Mastzellen durch IL-4 bekannt
(Nilsson et al., 1994b; Sillaber et al., 1991). Bei der Wundheilung ist eine Freisetzung von IL-
4 sowohl durch Mastzellen selbst, als auch durch Lymphozyten möglich. Ein T-
lymphozytäres Infiltrat wird noch über ein Jahr nach Traumatisierung in Narbengewebe be-
schrieben (Borgognoni et al., 1995).
Gegenüber normaler Haut war die c-Kit-mRNA in Narbengewebe trotz der erhöhten Zahl c-
Kit-positiver dermaler Zellen in Narben vermindert (siehe 4.1.2 und Abb. 7, S. 53; Tab. 6, S.
54). Die oben diskutierte Herabregulation von c-Kit auf avidinpositiven Mastzellen dürfte bei
der c-Kit-mRNA-Abnahme in Narben wegen der insgesamt sehr geringen Zahl dieser Zellen
nur eine unbedeutende Rolle spielen. Leichter läßt sich dieses Ergebnis durch die stark ernied-
rigte Expression des c-Kit auf epidermalen Melanozyten in Narbengewebe (s.4.1.2) erklären,
da jedenfalls in normaler Haut Melanozyten deutlich zahlreicher als Mastzellen vorhanden
sind und damit unter normalen Umständen wesentlich zur Gesamtmenge des c-Kit beitragen.
63
4.3.2. NGF und NGF-Rezeptoren
Im Gegensatz zu SCF wird NGF immunhistochemisch nur von wenigen epidermalen und
dermalen Zellen und schwach exprimiert ohne erkennbaren Unterschied zwischen normaler
Haut und Narbengewebe (nicht gezeigt). Auch die NGF-mRNA war in beiden Geweben in
gleicher Menge vorhanden (nicht gezeigt).
Dagegen wiesen die Daten für die NGF-R deutliche Unterschiede auf. In der Immunhisto-
chemie zeigte sich das Epithel von Schweißdrüsen besonders stark mit dem Antikörper gegen
den NGF-R TrkA angefärbt. Die Reaktivität beschränkte sich in der Epidermis auf die mittle-
ren Epidermislagen. Der NGF-R TrkA war in der Dermis von Narbengewebe signifikant ver-
mehrt exprimiert im Vergleich zu normaler Haut (Tab. 8, S. 64).
Im Gegensatz zu diesen Befunden mit dem NGF-R TrkA fand sich eine Expression des NGF-
R p75 immunhistochemisch in normaler Haut in der basalen Epidermis jeweils suprapapillär
und in der Dermis im Bereich der äußeren Haarwurzelscheiden sowie von Nerven- und Mus-
kelzellen und von Gefäßen, Schweiß- und Talgdrüsen (Abb. 14, S. 65). Im oberen Korium
waren mehr p75-positive Zellen vorhanden als in der tiefen Dermis. In Narben zeigten sich in
der Epidermis nur vereinzelte basale Zellen angefärbt mit signifikantem Unterschied (p <
0,0001) zur normalen Haut. In der Dermis fiel eine markante Anfärbung der Gefäße und des
entzündlichen Zellinfiltrates auf, wobei im mittleren und tiefen Korium mehr reaktive Zellen
waren als im oberen Korium, und im tiefen Korium signifikant mehr reaktive Zellen als in
gesunder Haut (p < 0,0007) (Tab. 8, S. 64; Abb. 14, S. 65). Die mRNA beider NGF-
Rezeptoren war in Narben signifikant vermehrt, besonders ausgeprägt für den TrkA (Tab. 9,
S. 66; Abb. 15, S. 66).
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Tabelle 8: Immunhistochemische epidermale und dermale Expression der NGF-, GM-CSF-
und TGF-β-Rezeptoren in normaler Haut und Narbengewebe. Die angegebenen Zellzahlen
stellen MW pro 6,25 nm Länge (Epidermis) bzw. pro 0,0625 mm2  (Dermis) ± SD dar.  (- =
nicht signifikant bei p > 0,05)
Normale Haut Narben stat. sign. (p =)
NGFR-TrkA
Epidermis 62.17 ± 72.13 102.96 ± 82.27 -
Obere Dermis 5.50 ± 6.02 22.04 ± 17.79 0,000066
Mittlere und tiefe Dermis 0.81 ± 2.30 18.69 ± 18.99 0,000024
NGFR-p75
Epidermis 11.76 ± 2.36 0.34 ± 0.17 0,0001
Obere Dermis 8.84 ± 2.08 8.05 ± 2.09 -
Mittlere und tiefe Dermis 3.67 ± 2.37 10.27 ± 1.90 0,0007
GM-CSFR
Epidermis 1.33 ± 0.44 1,67 ± 0.72 -
Obere Dermis 2.08 ± 0.68 5.21 ± 1.62 -
Mittlere und tiefe Dermis 0.37 ± 0.28 3.52 ± 1.77 0,0013
TGF-β-R I
Epidermis 29.74 ± 33.97 114.21 ± 54.19 0,000003
Obere Dermis 7.94 ± 7.09 62.35 ± 35.45 0,000009
Mittlere und tiefe Dermis 1.20 ± 2.69 65.71 ± 35.89 0,000014
TGF-β-R II
Epidermis 90.63 ± 33.76 156.47 ± 61.74 0,00078
Obere Dermis 79.65 ± 53.26 119.72 ± 68.29 -
Mittlere und tiefe Dermis 18.5 ± 15.58 89.41 ± 11.29 0,000051
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(A) (B)
Abb. 14: : Immunhistochemische Expression des NGF-R-p75 in normaler Haut [(A), x 200]
und in Narbengewebe [(B), x 100]. APAAP-Färbung mit anti-NGF-R-p75.
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Tabelle 9: Densitometrische Analyse der RT-PCR-Signalintensität mit DNA-Primern für ver-
schiedene Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren. MW ± SD von N = 5 (# N = 6), * p < 0,01,
DNA-Primer für Narben Normale Haut
GAPDH 100 ±  30   80 ± 25
SCF # 265 ±  90 ** 130 ± 70
NGF-R-TrkA 950 ± 250 * 220 ± 80
NGF-R-p75 350 ±   90 * 110 ± 50
GM-CSF-R 120 ±   40 110 ± 60
TGF-ß 480 ± 200 *   30 ± 10
TGF-β-R Typ I 750 ± 180 *   60 ± 30
TGF-β-R Typ II 220 ± 100 *   40 ± 20
** p < 0,02 im Vergleich zu normaler Haut.
1  2  3
GAPDH
TGF-ß-RI
TGF-ß-RII
TGF-ß
NGF-R-p75
NGF-R-TrkA
GM-CSF-R
SCF
Abb. 15: Durch semiquantitative RT-PCR ermittelte mRNA-Expression verschiedener
Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren im Vergleich zu GAPDH in Gewebsextrakten aus
Narben und normaler Haut. Repräsentatives Beispiel von N = 5 Narben mit einem Narbenal-
ter von 23 - 56 Tagen. 1 = Kontrolle ohne cDNA; 2 = Narbe; 3 = normale Haut.
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Da NGF als wundheilungsfördernder Faktor bekannt ist, ist die geringe Expression ohne Un-
terschied zwischen normalem und Narbengewebe überraschend (Hutson et al., 1979; Li et al.,
1980; Matsuda et al., 1998). Technische Gründe könnten bei der fehlenden Identifikation von
NGF eine Rolle spielen oder aber NGF könnte sehr schnell abgebaut werden. Überdies ist die
Fähigkeit verschiedener Zellen, NGF zu produzieren, äußerst variabel und hängt von zusätzli-
chen Stimuli ab wie zum Beispiel TNF-α, PDGF und IL-1 bei Keratinozyten (Cartwright et
al., 1994; Di Marco et al., 1991). Jedoch sind Effekte auch kleinerer Mengen von NGF über
seine Rezeptoren, die in Narben beide auf mRNA- und Proteinebene vermehrt sind, bei der
Wundheilung möglich.
Für Keratinozyten, Monozyten und Mastzellen wurde die TrkA-Expression beschrieben, so
daß seine Hochregulierung in Narbengewebe mit Vermehrung beziehungsweise Aktivierung
dieser Zellen gut in Einklang zu bringen ist (Ehrhard et al., 1993; Nilsson et al., 1997; Pincelli
et al., 1994; Tam et al., 1997; Welker et al., 2000a; Welker et al., 1998). Die epidermalen
p75-positiven Zellen dürften in Übereinstimmung mit anderen Arbeiten Keratinozyten und
Melanozyten darstellen (Di Marco et al., 1993; Yaar et al., 1994). Nach Abschluß der Epithe-
lisierungsphase im Rahmen der Wundheilung sinkt die von anderen Autoren als anfänglich
erhöht beschriebene p75-Expression der Keratinozyten, wie sich in unserer Arbeit bestätigen
ließ (Di Marco et al., 1991; Di Marco et al., 1993). Die Verminderung der p75-positiven Zel-
len in der Epidermis mag zusätzlich wie bei c-Kit durch eine Reduktion dieses Rezeptors auf
Melanozyten in der Epidermis von Narbengewebe bedingt sein (siehe auch 4.1.2).
Sowohl die erniedrigte epidermale als auch die erhöhte p75-Expression in der tieferen Dermis
von Narben könnten Folge der bei Traumatisierung auftretenden Denervation sein. Nach
Durchtrennung von sensorischen Nervenfasern wurde einerseits herabgesetzte NGF-R-
Expression an epithelialen und im oberen Korium verlaufenden Nervenfasern, andererseits
erhöhte NGF-R-Expression von Schwann-Zellen und von in der unteren Dermis befindlichen
Nervenfasern beobachtet. NGF ist in dieser Situation unentbehrlich für die Neubildung von
neuronalem Gewebe (Bothwell, 1997; Marshall et al., 1990; Ribeiro-da-Silva et al., 1991).
Die innerhalb der perivaskulären Zellinfiltrate erhöhte p75-Expression könnte durch aktivierte
Lymphozyten bedingt sein, die in Narben bis zu einem Jahr persistieren und durch NGF zur
Sekretion koloniestimulierender Faktoren angeregt werden können (Borgognoni et al., 1995;
Bothwell, 1997; Yaar et al., 1991). Soweit im Rahmen der immunhistochemischen Färbungen
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erkennbar, scheinen auch Endothelzellen den NGF-R p75 zu exprimieren, so daß NGF via
p75 Einfluß auf die Gefäßneubildung nehmen könnte. Weitere Untersuchungen wären zur
Klärung dieses Fragenkomplexes angezeigt.
Mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbung wurde untersucht, ob avidingefärbte Mastzellen je-
weils in normaler Haut und in Narbengewebe den NGF-R p75 exprimieren. In normaler Haut
exprimierten 70 % der durch die Avidinfärbung markierten Mastzellen den p75-NGF-R (Abb.
16). Vereinzelte im Narbengewebe identifizierte avidinpositive Mastzellen zeigten sämtlich
keine Expression des p75-NGF-R (Tab. 10, S. 69).
(A) (B)
Abb. 16: Immunfluoreszenzdoppelfärbung desselben Ausschnitts mit Avidin (A) und anti-
NGF-R-p75 (B), normale Haut, x 1000.
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Die Expression des NGF-R Trk durch humane Mastzellen wurde mehrfach nachgewiesen
(Henz et al., 2000; Nilsson et al., 1997; Tam et al., 1997; Welker et al., 1998). Hingegen
konnte eine Expression des p75-NGF-R auf humanen Mastzellen bisher nicht gezeigt werden
(Nilsson et al., 1997). In unserem Labor konnte eine sehr schwache Bande der p75-mRNA in
HMC-1-Zellen nachgewiesen werden, jedoch kein Rezeptorprotein (Welker et al., 1998). Die
durch die Immunfluoreszenzdoppelfärbung in der vorliegenden Untersuchung erfolgte Dar-
stellung des p75-NGF-R auf avidinpositiven Mastzellen in normaler Haut, nicht jedoch in
Narben, könnte für eine ausgeprägte Beeinflußbarkeit der Expression durch Veränderungen
des umgebenden Mikromilieus sprechen und die Schwierigkeit des Nachweises erklären.
Tabelle 10: Nachweis des p75-NGF-R und des GM-CSF-R auf avidinpositiven Mastzellen in
normaler Haut und Narbengewebe. Die Anzahl (N) der jeweils ausgezählten avidinpositiven
Mastzellen steht in Klammern.
Normale Haut (N) Narben (N)
NGF-R-p75 70% (153) 0% (einzelne)
GM-CSF-R 73% (125) 49% (39)
4.3.3. GM-SCF und GM-CSF-Rezeptor
Wie NGF wurde auch GM-CSF immunhistochemisch nur von wenigen epidermalen und der-
malen Zellen mit geringer Färbeintensität exprimiert ohne Unterschied zwischen normaler
Haut und Narbengewebe (nicht gezeigt). GM-CSF-mRNA war ebenso jeweils in gleicher
Menge vorhanden (nicht gezeigt).
Die Anzahl GM-CSF-R-exprimierender Zellen in Epidermis und Dermis normaler Haut war
insgesamt spärlich (Tab. 8, S. 64). In Narben fand sich eine Vermehrung GM-CSF-R-
positiver Zellen, die in der mittleren und tiefen Dermis Signifikanz erreichte und die in fri-
schen Narben (≤ 35 Tage) insbesondere im mittleren und tiefen Korium erheblich ausgepräg-
ter als in älteren Narben (> 35 - 369 Tage) war (Tab 11, S. 70; Abb. 17, S. 70). Hinsichtlich
der mRNA für den GM-CSF-R ergab sich kein Unterschied zwischen Narbengewebe und
normaler Haut (Tab. 9, S. 66; Abb. 15, S. 66).
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Tabelle 11: : Anzahl GM-CSF-R-positiver Zellen in frischen (≤ 35 Tage) und älteren Narben
(> 35 - 369 Tage). Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro 6,25 nm Länge (Epidermis)
bzw. pro 0,0625 mm2  (Dermis) ± SD dar. * p < 0,026.
Kompartment Frische Narben Alte Narben
Epidermis 1,39 ± 0,62 1,79 ± 1,03
Obere Dermis 8,21 ± 3,74 3,86 ± 1,45
Mittlere Dermis 6,30 ± 3,39 3,82 ± 2,41
Untere Dermis 7,28 ± 4,63 0,70 ± 0,46*
Gesamte Dermis 7,13 ± 4,16 1,88 ± 1,41
(A) (B)
Abb. 17: Immunhistochemische Expression des GM-CSF-R in normaler Haut (A) und in
Narbengewebe (B). APAAP-Färbung mit anti-GM-CSF-R, x 400.
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GM-CSF wird nach Traumatisierung unter anderem von Makrophagen, T-Lymphozyten, Fi-
broblasten, Monozyten, Mastzellen und Keratinozyten vermehrt freigesetzt. Außerdem wird
die GM-CSF-Synthese von Keratinozyten und Fibroblasten durch bei Gewebstrauma freige-
setztes IL-1 stimuliert (Braunstein et al., 1994; Kaushansky et al., 1988; Kupper et al., 1988).
Daher ist erstaunlich, daß in dem hier untersuchten Narbengewebe GM-CSF nur von wenigen
Zellen exprimiert wurde. Möglicherweise erstreckt sich die vermehrte GM-CSF-Sekretion nur
über einen kürzeren Zeitraum nach Trauma, als hier erfaßt wurde. Die relativ geringe Präsenz
von GM-CSF als Inhibitor der Mastzellentwicklung würde also eine ungestörte Mastzellrei-
fung und -differenzierung im Narbengewebe begünstigen. Die vermehrte Expression des GM-
CSF-R insbesondere in frischeren Narben läßt sich durch das in früheren Phasen der Wund-
heilung beziehungsweise Narbenbildung dichtere Entzündungsinfiltrat erklären. Darunter
finden sich dendritische Zellen, Monozyten, Eosinophile, Neutrophile, und auch Mastzellen,
die den GM-CSF-R exprimieren können (Borgognoni et al., 1995). Sowohl in Narben, als
auch in normaler Haut waren die Endothelzellen GM-CSF-R-positiv. Die migrations- und
proliferationsfördernde Wirkung von GM-CSF auf Endothelien könnte bei Wundheilung und
Vernarbung eine Rolle spielen, die sich jedoch zumindest aus den immunhistochemischen
Befunden nicht ableiten läßt (Bussolino et al., 1989; Bussolino et al., 1991). Möglicherweise
sind andere, z. T. von Mastzellen sezernierte Faktoren wie VEGF, TNF-α, Histamin, Heparin
und Tryptase bedeutendere angiogenetische Faktoren nach Gewebstrauma (Artuc et al., 1999;
Grützkau et al., 1998).
Mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbung wurde untersucht, ob avidingefärbte Mastzellen je-
weils in normaler Haut und in Narbengewebe den GM-CSF-R exprimieren. In der normalen
Haut waren 73 % der avidingefärbten Mastzellen auch positiv für den GM-CSF-R, wohinge-
gen von den im Narbengewebe insgesamt spärlich vorhandenen avidinmarkierten Mastzellen
nur 49 % den GM-CSF-R exprimierten, unabhängig vom Narbenalter (Tab. 10, S. 69; Abb.
18, S. 72). Unsere Ergebnisse, die eine GM-CSF-R-Expression auf reifen avidinpositiven
Mastzellen zeigen, stehen im Gegensatz zu bisherigen Erkenntnissen, nach denen Mastzellen
im Verlauf des Reifungsprozesses den GM-CSF-R verlieren sollen (Valent, 1995). Die Herab-
regulation der GM-CSF-R-Expression auf avidingefärbten Mastzellen in Narben entspricht
unseren Beobachtungen hinsichtlich c-Kit und p75-NGF-R, deren Expression auf avidinposi-
tiven Mastzellen in Narben gleichfalls herabgesetzt war. Bindung von GM-CSF an seinen
Rezeptor bewirkt eine Abnahme der Expression (Cannistra et al., 1990; Kurata et al., 1995).
Hierdurch könnte eine Herunterregulation des GM-CSF-R erklärt werden.
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(A9 CB)
Abb. 18: Immunfluoreszenzdoppelfärbung desselben Ausschnitts mit Avidin (A) und anti-
GM-CSF-R (B), Narbengewebe, x 1000.
4.3.4. TGF-β und TGF-β-Rezeptoren
Der für die Wundheilung als sehr wichtig betrachtete, ebenfalls von Mastzellen sezernierte
Wachstumsfaktor TGF-β1 war immunhistochemisch insbesondere auf Keratinozyten, Fibro-
blasten, perivaskulären und Endothelzellen nachweisbar. Im Vergleich zu normaler Haut lie-
ßen sich sowohl in der Epidermis als auch in der Dermis von Narben immunhistochemisch
signifikant mehr Zellen mit dem TGF-β1-Antikörper anfärben bei insgesamt ausgeprägterer
Färbeintensität (Tab. 12, S. 73). Ebenso war die mRNA-Expression von TGF-β1 in Narben-
gewebe signifikant hochreguliert gegenüber normaler Haut (Tab. 9, S. 66; Abb. 15, S. 66).
73
Tabelle 12: Immunhistochemische Expression von TGFβ1 in normaler Haut versus Narben-
gewebe. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro HPF ± SD dar.
Normale Haut Narben stat. sign. (p=)
Epidermis 72.64 ± 29.10 141.00 ± 68.48 0,0026
Obere Dermis 30.35 ± 14.80 120.48 ± 48.81 0,003
Mittlere und tiefe Dermis   4.81 ±   6.80 130.71 ± 79.66 0,00005
Auch für die beiden untersuchten TGF-Rezeptoren TGF-β-R Typ I und II zeigte sich in Epi-
dermis und Dermis von Narbengewebe eine im Vergleich zu normaler Haut vermehrte Ex-
pression in der Immunhistochemie. Hinsichtlich des TGF-β-R Typ II war der Unterschied
geringer als für den TGF-β-R Typ I und nur in der mittleren und tiefen Dermis sowie in der
Epidermis signifikant (Tab. 8, S. 64). Parallel dazu erwies sich die mRNA für beide Rezep-
torproteine in Narben gegenüber normaler Haut signifikant erhöht (Tab. 9 und Abb. 15, S.
66). Wiederum war die Heraufregulation weniger ausgeprägt für den TGF-β-R Typ II als für
den TGF-β-R Typ I.
Die vermehrte Präsenz von TGF-β sowie seiner Rezeptoren in Narbengewebe entspricht der
Erwartung, da dieses Molekül als fibroseinduzierendes Zytokin eine prominente Rolle im
Bindegewebsmetabolismus einnimmt. In Haut von Patienten mit Morphea oder Sklerodermie
im entzündlichen Stadium sowie in Fibroblasten von Keloiden fand sich gleichfalls eine er-
höhte Expression von TGF-β 1 und 2 (Lee et al., 1999; Querfeld et al., 1999). Humane der-
male Fibroblasten zeigten im Rahmen der Wundheilung eine Heraufregulation der TGF-β-R
Typ I und II mit Verringerung bei fortschreitendem Heilungsprozess, nicht jedoch im Fall der
hypertrophen Narbenbildung (Schmid et al., 1998).
Wir konnten auf humanen dermalen Mastzellen mittels FACS-Analyse die Expression beider
TGF-β-Rezeptoren zeigen in Übereinstimmung mit kürzlich publizierten, an HMC-1-Zellen
erhobenen Befunden (Tab. 13, S. 74) (Olsson et al., 2000). TGF-β könnte somit zum einen
mittels seiner Rezeptoren auf Mastzellen und zum anderen aufgrund seiner potenten chemo-
taktischen Wirkung auf Mastzellen zu ihrer Rekrutierung und Proliferation bei der Wundhei-
lung beitragen (Gruber et al., 1994).
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Tabelle 13: FACS-Analyse von isolierten Mastzellen aus normaler Haut hinsichtlich der Ex-
pression der TGF-β-Rezeptoren Typ I und Typ II. Angabe des Prozentsatzes der rezeptorpo-
sitiven Zellen in bezug auf die untersuchten Zellen.
Isolierte Mastzellen aus normaler Haut TGF-β-R Typ I TGF-β-R Typ II
Probe 1 16 % 31 %
Probe 2 90 % 83 %
4.4. Kutane Expression von Mastzellwachstums- sowie chemotaktischen Faktoren und
Rezeptoren bei der Urtikaria
Ebenso wie bei Wundheilung und Narbenbildung zeigt sich auch bei der Urtikaria eine der-
male Mastzellvermehrung, die sowohl in läsionaler, als auch in nicht-läsionaler Haut ca das
2,4 fache gegenüber normaler Haut beträgt und damit ausgeprägter als im Narbengewebe ist
(s. 4.1.1 und 4.1.2) (Haas et al., 1998b). Zahlreiche Untersuchungen wurden bei der Urtikaria
hinsichtlich der inflammatorischen Mediatoren der Mastzellen durchgeführt, die die lokale
und systemische Symptomatik auslösen. Über die Zytokine, die Proliferation, Differenzierung
und Chemotaxis der Mastzelle selbst beeinflussen, liegen hinsichtlich der Urtikaria oder aller-
gischer Reaktionen insgesamt praktisch keine Erkenntnisse vor.
Wir haben einerseits proentzündliche Zytokine der Mastzelle (IL-3, IL-8, TNFα), andererseits
auch Mastzellwachstumsfaktoren und / oder ihre Rezeptoren (SCF, SCF-R, NGF-R-TrkA,
NGF-R-p75, GM-CSF, GM-CSF-R) immunhistochemisch in läsionaler und nicht-läsionaler
Haut von Patienten mit verschiedenen Urtikariaformen untersucht im Vergleich mit normaler
Haut (s. unter 3.).
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4.4.1. SCF und SCF-Rezeptor
Im Vergleich zu ausgeprägter SCF-Expression der Epidermis normaler Haut zeigte die Epi-
dermis läsionaler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten immunhistochemisch eine
deutlich geringere Anfärbung mit dem SCF-Antikörper. Im Bereich des Follikelepithels war
die Reaktivität bei den Urtikariapatienten ebenfalls geringer. In der Dermis exprimierten ins-
besondere Endothel- und perivaskuläre Zellen SCF. Auch hier ergab sich für läsionale und
nicht-läsionale Urtikariahaut eine zum Teil signifikant erniedrigte Expression (Abb. 19; Abb.
20, S. 76; Tab. 14, S. 77).
Abb. 19: Immunhistochemische Expression von SCF in normaler Haut. APAAP-Färbung mit
anti-SCF, x 400.
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(A)
(B)
Abb. 20: SCF-Reaktivität bei der AU (A) und bei der DU (B), jeweils läsionale Haut.
APAAP-Färbung mit anti-SCF, x 400.
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Tabelle 14: Immunhistochemische epidermale und dermale Expression von SCF in normaler
Haut und Urtikariabiopsien. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro 6,25 nm Länge
(Epidermis) bzw. pro 0,0625 mm2  (Dermis) ± SD dar (N = 5).
Urtikaria Normale Haut
läsional nicht-läsional
Epidermis 1,07 ± 0,73 x 1,43 ± 0,53 o 2,11 ± 0,23
Endothel 2,37 ± 0,49 + 2,29 ± 0,49 § 3,02 ± 0,08
Perivaskuläre und intersti-
tielle Zellen
2,40 ± 0,51 * 2,43 ± 0,53 # 3,12 ± 0,53
p = x 0,0001, + 0,0005, § 0,004, * 0,0021, o 0,01, # 0,06 im Vergleich zu normaler Haut.
C-Kit wurde in der Epidermis lediglich in der Basalzellschicht exprimiert. Bei den c-Kit-
positiven epidermalen Zellen dürfte es sich um Melanozyten handeln, wie Dippel et al. an-
hand von Doppelfärbungen mit dem Melanosomenmarker TA99 und dem monoklonalen An-
tikörper YB5.B8 gegen c-Kit gezeigt haben (Dippel et al., 1995). In der Dermis fanden sich c-
Kit-positive Zellen perivaskulär und in der Umgebung der Hautanhangsgebilde, entsprechend
der Lokalisation von Mastzellen. Signifikante Unterschiede der Zellzahlen zwischen normaler
Haut und läsionaler sowie nicht-läsionaler Urtikariahaut ergaben sich nicht (nicht gezeigt).
SCF wurde sowohl in der Epidermis, als auch in der Dermis von läsionaler und nicht-
läsionaler Urtikariahaut vermindert gegenüber normaler Haut angetroffen trotz Zunahme der
Mastzellzahl. Nach IgE-mediierter Stimulation zeigen humane Lungenmastzellen in vitro eine
innerhalb einer Minute komplette Histaminfreisetzung mit anschließendem Plateau über 60
bis 120 Minuten. Ebenfalls sezernierter SCF erreicht nach 3 - 15 Minuten ein Maximum und
fällt allmählich über 30 bis 120 Minuten wieder ab (de Paulis et al., 1999a). Möglicherweise
ist hierfür eine rasche Spaltung des SCF durch auch bei der Mastzelldegranulation freigesetzte
Proteasen wie Chymase verantwortlich (de Paulis et al., 1999b). Hierdurch könnte die ver-
minderte SCF-Expression bei der Urtikaria erklärbar sein. Weniger wahrscheinlich ist eine
Rezeptor-Ligand-Internalisierung nach Bindung des SCF an seinen Rezeptor c-Kit (Shimizu
et al., 1996).
Ebenso wie die IgE-mediierte Mastzellaktivierung führt auch Stimulierung der Mastzelle
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durch SCF zu Produktion und Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen (IL-8, MIP-1α,
MCP-1, RANTES), die sowohl bei der Soforttypreaktion wie der Urtikaria, als auch bei der
Spätphasenreaktion und der chronischen allergischen Entzündung eine entscheidende Rolle
spielen, wie am Beispiel des Bronchialsystems gezeigt wurde. Unterschiedliche Wege der
Signaltransduktion werden bei diesen Formen der Mastzellaktivierung beschrieben mit mögli-
cher therapeutischer Implikation (Lukasc et al., 2000).
Im Gegensatz zum Urtikariagewebe ist SCF in Narben vermehrt vorhanden. Das mag einer-
seits durch die zahlreichen im Rahmen der Wundheilung und Narbenbildung aktivierten
Zelltypen bedingt sein, die als Quelle für den SCF infrage kommen, wie Fibroblasten, En-
dothelzellen, Mastzellen und Keratinozyten, andererseits durch die unterschiedliche Kinetik
der beiden Prozesse mit konstanter, anhaltender Mastzellaktivierung bei der Narbenbildung
und meist eher schubweiser, intensiver Stimulation bei der Urtikaria.
Wider Erwarten spiegelt sich die Erhöhung der Mastzellzahl bei der Urtikaria nicht in einem
Anstieg der c-Kit-positiven Zellen, möglicherweise aufgrund einer Herabregulation der Re-
zeptorexpression. C-Kit-negative, avidinpositive Mastzellen haben wir in humanem Narben-
gewebe identifiziert. Auch in der Literatur werden C-Kit-negative Mastzellen beschrieben
(Mayrhofer et al., 1987). Mastzelldegranulation kann Rezeptorverlust bedingen. Zusätzlich
führt Aktivierung der Mastzellen bei der Urtikaria zur Sekretion von IL-4, das die Herabre-
gulation des c-Kit auf Mastzellen bewirken kann (Nilsson et al., 1994b; Sillaber et al., 1991).
Vermutlich ist IL-4 als Komponente einer Immunantwort vom Th2-Typ in Urtikariagewebe
im Vergleich zu Narben vermehrt vorhanden, so daß die Herabregulation des c-Kit auf
Mastzellen entsprechend unseren Ergebnissen bei der Urtikaria deutlicher ausgeprägt ist als
im Narbengewebe (Bischoff et al., 1999; Bradding et al., 1994; Lorentz et al., 2000).
4.4.2. NGF-Rezeptoren
NGF-R-p75 wurde in der Immunhistochemie von einigen basalen epidermalen Zellen expri-
miert, und zwar gleichermaßen in Urtikariagewebe und normaler Haut. Unterschiede ergaben
sich hier bei der endothelialen und perivaskulären p75-Expression in der Dermis, die jeweils
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in läsionalem Urtikariagewebe signifikant vermindert war im Vergleich zu nicht-läsionaler
Haut von Urtikariapatienten und zu normaler Haut (Abb. 21; Tab. 15, S. 80).
(A)
(B)
Abb. 21: Immunhistochemische Expression des NGF-R-p75 in normaler Haut (A) und in
läsionaler Haut bei der DU. APAAP-Färbung mit anti-NGF-R-p75, x 400.
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Tabelle 15: Immunhistochemische dermale Expression des NGF-R-p75 in normaler Haut und
Urtikariabiopsien. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro 0,0625 mm2  ± SD dar (N =
5).
Endothelzellen Perivaskuläre Zellen
AU 1,61 ± 0,55 0,22 ± 0,44 *
CRU 1,42 ± 0,53 0,21 ± 0,45 o
DU 1,61 ± 0,56 1,23 ± 0,44
Alle Urtikariaformen 1,47 ± 0,52 * 0,53 ± 0,64 +
Normale Haut 2,02 ± 0,14 1,22 ± 0,64
p = * 0,002, o 0,008, + 0,03 im Vergleich zu normaler Haut.
Der NGF-R-TrkA zeigte sich immunhistochemisch in der gesamten Epidermis exprimiert
ohne Unterschiede zwischen läsionaler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten und
normaler Haut. Auch die dermale Expression insbesondere auf Endothel- und perivaskulären
Zellen zeigte keine deutlichen Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (nicht ge-
zeigt).
Ebenso wie SCF stellt NGF einen multifunktionalen Wachstumsfaktor dar mit Auswirkungen
sowohl auf das neuronale Gewebe, als auch auf die Mastzelle sowie die Wundheilung ( s.
1.4.2.2). Außerdem gibt es Hinweise für eine Beteiligung des NGF bei allergischen Krank-
heiten, möglicherweise durch neuroimmunologischen Stress bei Störung der biologischen
Homoeostase ausgelöst. Bei Patienten mit allergischem Asthma, Rhinokonjunktivitis sowie
Urtikaria und Angioödem fand sich im Serum eine signifikante Erhöhung der NGF-Werte, die
mit den Gesamt-IgE-Werten im Serum korrelierten (Aloe et al., 1997; Bonini et al., 1996).
NGF wird nicht nur von Mastzellen, sondern auch von Eosinophilen, weiteren Effektorzellen
allergischer Immunantworten, produziert und führt zu deren Mediatorfreisetzung (Solomon et
al., 1998). Nach spezifischer IgE-mediierter Aktivierung, nicht jedoch nach Stimulation durch
SCF und Lipopolysaccharide, sezernierten kultivierte humane und murine Mastzellen NGF
(Xiang & Nilsson, 2000).
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Auffällig hinsichtlich der NGF-R-Expression bei der Urtikaria ist eine immunhistochemisch
erkennbare Herabregulation des NGF-R-p75 auf Endothel- und perivaskulären Zellen in lä-
sionaler Urtikariahaut. Vor dem Hintergrund oben beschriebener, z. T. relativ neuer Erkennt-
nisse über eine Involvierung des NGF in immunologische Prozesse ist denkbar, daß ein bei
der Urtikaria erhöhter Serumspiegel des NGF zu einer Herabregulation seines p75-Rezeptors
in Endothel- und perivaskulären Zellen führen könnte. Über die Fragen, warum die Herabre-
gulation nur in läsionaler Urtikariahaut geschieht und ob die unveränderte Expression des
NGF-R-TrkA Ausdruck einer differentiellen Regulierung der NGF-Rezeptoren bei der Urtika-
ria ist, kann nur spekuliert werden. Ergänzende immunhistochemische und molekularbiologi-
sche Untersuchungen müssen die vorliegenden Daten ergänzen.
4.4.3. GM-SCF und GM-CSF-Rezeptor
GM-CSF und sein Rezeptor wurden immunhistochemisch weder bei der Urtikaria noch in
normaler Haut von epidermalen Zellen exprimiert. Auch in der Dermis zeigte sich kein Unter-
schied zwischen den untersuchten Biopsien bei insgesamt geringer Expression dieses
Wachstumsfaktors und seines Rezeptors auf perivaskulären Zellen (nicht gezeigt).
Obwohl der GM-CSF zahlreiche Auswirkungen auf Migration und Mediatorsekretion in-
flammatorischer Zellen wie Eosinophile und Neutrophile hat (Griffin et al., 1990; Jones,
1993; Jyung et al., 1994), haben wir in den Urtikariabiopsien weder Änderungen seiner Ex-
pression noch der seines Rezeptors feststellen können. Möglicherweise spielt hierfür die feh-
lende GM-CSF-Rezeptorexpression der reifen Mastzelle als Effektorzelle der Urtikaria eine
Rolle (Valent, 1995). Bei unreifen Mastzellen wirkt GM-SCF inhibitorisch auf die Differen-
zierung (Welker et al., 1997).
Die Literatur weist relativ wenige Untersuchungen zu GM-CSF und allergischen Entzündun-
gen auf. Nach Bindung des IgE-Rezeptors produzierten humane Mastzellen in vitro GM-CSF.
Humane Lungenmastzellen produzierten nach IgE-mediierter Stimulation vermehrt GM-CSF,
der zur Sekretion von ECP aus Eosinophilen führte, so daß GM-CSF ein Bindeglied zwischen
Lungenmastzellen und chronischer allergischer Entzündung darstellen könnte (Bressler et al.,
1997; Okayama et al., 1998). In der Nasenschleimhaut von Patienten mit allergischer Rhino-
konjunktivitis findet sich nach Allergenexposition ein Anstieg von Zellen, die mRNA für IL-
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3, IL-4, IL-5 und GM-CSF exprimieren und bei positiver Korrelation zu der Anzahl Eosino-
philer eine Rolle bei der Gewebseosinophilie zu spielen scheinen. Eine weitere Charakterisie-
rung dieser Zellen erfolgte nicht. Nach oben dargelegten Beobachtungen ist gut vorstellbar,
daß Mastzellen darunter sind (Durham et al., 1992).
In Gegenwart von GM-CSF, IL-3 oder IL-5 kann PAF eine Histaminfreisetzung und eine
Leukotrien C4-Synthese durch Basophile bewirken. Ebenfalls nach Zusatz von GM-CSF oder
IL-3 wirkt der Komplementfaktor C3 als potenter Basophilenaktivator mit Auslösung einer
Histaminausschüttung und Leukotriensynthese (Bischoff et al., 1990; Brunner et al., 1991).
Beide Mechanismen könnten bei einer systemischen anaphylaktischen Reaktion eine Rolle
spielen, jedoch weniger im Rahmen der Urtikaria, bei der die Mastzelle als Effektorzelle die
zentrale Rolle spielt.
4.5. Kutane Expression proinflammatorischer Zytokine bei der Urtikaria
4.5.1. IL-3
Im Unterschied zur normalen Haut, in der immunhistochemisch keinerlei Expression von IL-3
in der Epidermis festzustellen war, fand sich in den Urtikariabiopsien eine Anfärbung der
Basalmembranzone mit dem IL-3-Antikörper (nicht gezeigt).
Im Vergleich zu einer eher schwachen IL-3-Immunreaktivität perivaskulärer Zellen in der
Dermis normaler Haut zeigten diese Zellen bei der AU und DU in der oberen Dermis eine
signifikant vermehrte IL-3-Expression. Bei der CRU und in der tiefen Dermis aller Urtikaria-
formen sowie in der nicht-läsionalen Haut der Urtikariapatienten ergaben sich keine signifi-
kanten Veränderungen (Abb. 22, S. 83). Tendenziell ähnliche, aber weniger deutlich und nicht
signifikant ausgeprägte Resultate ergaben sich für die interstitiellen Zellen im dermalen Bin-
degewebe.
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Abb. 22: Immunhistochemische TNF-α-, IL-3- und IL-8-Expression perivaskulärer Zellen in
der oberen Dermis normaler Haut sowie läsionaler Haut von Urtikariapatienten. Die angege-
benen Zellzahlen stellen MW pro HPF ± SD dar.
x p < 0,05, § p < 0,01, + p < 0,001 im Vergleich zu normaler Haut.
Der obere dermale Gefäßplexus wies bei allen untersuchten Urtikariaformen eine signifikant
erhöhte endotheliale Expression von IL-3 auf, bemerkenswerterweise sowohl in läsionaler als
auch in nichtläsionaler Haut. Diese Veränderungen waren am ausgeprägtesten bei der DU, wo
sich zusätzlich auch im Bereich des tiefen dermalen Gefäßplexus eine signifikante Hochre-
gulation von IL-3 fand, und am wenigsten ausgeprägt bei der CRU (Abb. 23, S. 84).
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Abb. 23: Immunhistochemische TNF-α-, IL-3- und IL-8-Expression von Endothelzellen in
der oberen Dermis normaler Haut sowie läsionaler (A) und nicht-läsionaler (B) Haut von Ur-
tikariapatienten. Bei der DU wird neben der oberen Dermis (ob. D.) auch die untere Dermis
(unt. D.) berücksichtigt. Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro HPF ± SD dar.
x p < 0,05, § p < 0,01, + p < 0,001, * p < 0,0001 im Vergleich zu normaler Haut.
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In sequentiellen Biopsien eines Patienten mit Kälteurtikaria war die endotheliale IL-3-
Expression 5 und 15 Minuten nach Kälteprovokation unverändert, stieg jedoch nach insge-
samt 30 Minuten signifikant an. In Quaddeln nicht-atopischer Individuen mit positiver Prick-
test-Reaktion auf Hausstaubmilbe ließ sich nach 15 Minuten keine signifikant veränderte IL-
3-Expression der dermalen Endothelzellen nachweisen (Tab. 16).
Tabelle 16: Endotheliale Zytokin-Immunreaktivität in Urticae nach Pricktestung und in kon-
tralateraler normaler Haut sowie in normaler Haut und provozierter Quaddel eines Patienten
mit Kälteurtikaria 30 min nach Eiswürfelapplikation. (In den 5 und 15 min nach Eiswür-
felapplikation entnommenen Biopsien war noch keine Vermehrung der endothelialen Zyto-
kinreaktivität vorhanden.)
TNFα IL-3
Urticae bei positivem Pricktest (N=7)
Normale Haut 0.83 ± 1.54 2.40 ± 2.37
Pricktest-Reaktion nach 15 min 1.72 ± 3.44 1.16 ± 0.66
Kälteurtikaria  (N=1)
Normale Haut 1.01 ± 0.98 5.31 ± 1.93
Provozierte Quaddel nach 30 min 4.36 ± 0.84* 13.00 ± 2.68*
Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro HPF ± SD dar. * p < 0.0001 im Vergleich zu
normaler Haut.
Mithilfe des Wilcoxon-Rank-Testes untersuchten wir, ob eine Korrelation zwischen zytokin-
positiven perivaskulären und interstitiellen dermalen Zellen und Mastzellzahlen in diesen
Biopsien hergestellt werden konnte. Eine signifikante positive Korrelation ergab sich zwi-
schen der  Anzahl von IL-3-positiven Zellen und der von Mastzellen in den AU-, CRU- und
DU-Biopsien (p jeweils < 0,05).
Da sich das Verteilungsmuster Tryptase-positiver Mastzellen in den Urtikariabiopsien von
dem der Zytokin-positiven Zellen unterschied, ermittelten wir die Anzahl Tryptase-positiver
und Zytokin-positiver Mastzellen in Serienschnitten und konnten nur wenige IL-3-positive
Mastzellen bei der DU feststellen ( s. Tab. 17, S. 86).
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Tabelle 17: Prozentsatz Tryptase-positiver Zellen, die gleichzeitig mit Zytokin-Antikörpern
(anti-TNF-α, anti-IL-3, anti-IL-8) reagieren, in Biopsien normaler Haut und verschiedener
Urtikariaformen. Pro Biopsie wurden jeweils 500-1200 Mastzellen in Serienschnitten ausge-
wertet.
anti- TNFa IL-3 IL-8
AU (N=9) 0.05 0.00 0.00
CRU (N=10) 0.06 0.01 0.00
DU (N=6) 0.05 0.06 0.01
Normale Haut (N=10) 0.00 0.00 0.00
Die Diskussion der IL-3-Immunreaktivität in den Urtikariabiopsien erfolgt unter der Über-
schrift TNF-α (s. unter 4.5.2) wegen des sich weitgehend entsprechenden Expressionsmusters
von IL-3 und TNF-α.
4.5.2. TNF-α
In der Epidermis normaler Haut wurde TNF-α nur von einzelnen Zellen exprimiert im Ge-
gensatz zur Urtikaria, wo die epidermale TNF-α-Expression sowohl in läsionaler, als auch in
nicht-läsionaler Haut signifikant hochreguliert war (Tab. 18, S. 87).
Ebenso wie die IL-3-Expression war auch die TNF-α-Expression der perivaskulären Zellen in
der oberen Dermis bei der AU und DU signifikant vermehrt im Vergleich mit normaler Haut
(Abb. 22, S. 83). Bei der CRU und in der tiefen Dermis aller Urtikariaformen fanden sich
keine signifikanten Veränderungen. In nicht-läsionaler Haut zeigte sich lediglich eine signifi-
kant erhöhte perivaskuläre TNF-α-Expression in der oberen Dermis von Patienten mit DU.
Im Bereich der dermalen interstitiellen Zellen ergab sich eine signifikant erhöhte TNF-α-
Expression bei der AU und bei der DU nur in der oberen Dermis.
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Tabelle 18: Immunohistochemische Expression von TNF-α and IL-8 in der Epidermis nor-
maler Haut sowie läsionaler und nicht-läsionaler Haut bei verschiedenen Urtikariaformen.
TNFa IL-8
läsional nicht-läsional läsional nicht-läsional
AU (N=9) 3.9 ± 2.1§ 3.6 ± 1.8+ 6.5 ± 2.9 5.4 ± 2.0x
CRU (N=10) 3.7 ± 1.8+ 2.9 ± 1.9§ 8.1 ± 2.0 6.8 ± 3.3
DU (N=6) 4.7 ± 1.4+ 4.8 ± 1.4+ 6.7 ± 2.9 6.6 ±2.1
Normale Haut
(N=10)
0.6 ± 0.8 7.8 ± 1.6
Die angegebenen Zellzahlen stellen MW pro HPF ± SD dar. xp<0.05;  §p<0.01; +p<0.001 im
Vergleich zu normaler Haut.
Die Expression von TNF-α auf dermalen Endothelzellen verhielt sich bei allen untersuchten
Urtikariaformen parallel zu der von IL-3 sowohl in läsionaler als auch in nichtläsionaler Haut
(Abb. 23, S. 84). Auch in den sequentiellen Biopsien der Kälteurtikaria und in Quaddeln
nicht-atopischer Individuen mit positiver Pricktest-Reaktion auf Hausstaubmilbe entsprachen
die Veränderungen der endothelialen TNF-α-Expression denen der endothelialen IL-3-
Expression (Tab. 16, S. 85).
Im Wilcoxon-Rank-Test ergab sich eine signifikante positive Korrelation zwischen TNF-α -
positiven perivaskulären und interstitiellen dermalen Zellen und Mastzellzahlen in den AU-
und DU-Biopsien (p jeweils < 0,05).
In Serienschnitten bestimmten wir die Anzahl Tryptase-positiver und Zytokin-positiver
Mastzellen und konnten nur wenige TNF-α-positive Mastzellen in den Urtikariabiopsien fest-
stellen (Tab. 17, S. 86). Dieser Befund steht in Widerspruch zu der Tatsache, daß TNF-α in
Mastzellen präformiert vorhanden ist. Denkbar wäre eine Maskierung des intrazellulären
TNF-α durch andere Substanzen, so daß er durch den Antikörper in der Immunhistochemie
nicht erkannt wird.
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Da die Expression von IL-3 und TNF-α in den untersuchten Biopsien zahlreiche Parallelitäten
aufweist, wird in der folgenden Diskussion auf beide Zytokine eingegangen.
Die vorliegende Analyse der IL-3- und TNF-α-Immunreaktivität in der Haut von Urtika-
riapatienten deutet auf einen zentralen Part der Endothelzellen bei der Pathogenese der Urti-
karia. Die Hochregulation von TNF-α in der Epidermis legt außerdem eine Rolle der Kerati-
nozyten im Rahmen der Urtikaria nahe, wohingegen IL-3 und TNF-α aus Mastzellen kaum
Bedeutung zu haben scheinen. Interessanterweise beschränken sich die Änderungen der IL-3-
und TNF-α-Expression nicht auf die läsionale Haut, sondern betreffen in ähnlich ausgeprägter
Form auch die nicht-läsionale Haut von Urtikariapatienten. Die Intensität der Immunreaktivi-
tät beider Zytokine entspricht dem Ausmaß des zellulären Entzündungsinfiltrates, das bei der
AU und DU dichter ist als bei der CRU (Haas et al., 1998b). Möglicherweise beeinflußen
gegenregulatorische Prozesse den chronischen Krankheitsverlauf der CRU.
Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit denen vorausgegangener Untersuchungen, die auf
die Bedeutung der Endothelzellen bei der Entstehung der Urtikaria hinweisen. So wurde eine
Hochregulation von P-Selektin, ICAM-1 und ELAM-1 bei der Kälte- und cholinergischen
Urtikaria gezeigt, eine Hochregulation von Molekülen der MHC-Klasse II bei mehreren Urti-
kariaformen, von P-Selektin, E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 bei der Urticaria factitia, von
E-Selektin bei der DU sowie von E-Selektin und ICAM-1 bei der Urticariavasculitis (Barlow
et al., 1994; Haas et al., 1996; Haas et al., 1998a; Kano et al., 1998; Zuberbier et al., 1997).
Daß Mastzellprodukte, die bei der Degranulation freigesetzt werden, zu dieser Hochregulie-
rung der endothelialen Adhäsionsmoleküle beitragen, wurde durch in vivo- und in vitro-
Studien an Ratten gezeigt. Mastzelldegranulation induzierte via Histamin und PAF P-
Selektin-abhängiges sogenanntes Rollen der Leukozyten und CD18-abhängige Leuko-
zytenadhäsion (Gaboury et al., 1995). Da IL-3 und TNF-α auch die Expression endothelialer
Adhäsionsmoleküle hochregulieren können, verstärken sie möglicherweise die Aktivierung
der Endothelzellen und ihre eigene Expression auf diesen Zellen in einem positiven Rück-
kopplungsmechanismus (Khew-Goodall et al., 1996; Walsh et al., 1991).
Die der Quaddelbildung bei der Urtikaria zugrundeliegenden Pathomechanismen werden in
der Dermis, speziell im Bereich der dermalen Gefäßplexus vermutet. Eine Beteiligung der
Epidermis, wie wir sie für die TNF-α-Expression gefunden haben, wurde bisher nur bei der
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AU beobachtet, bei der ebenfalls TNF-α und IL-6 immunhistochemisch und mittels RT-PCR
in läsionaler Haut nachgewiesen wurden, nicht in nicht-läsionaler Haut. Bei parallel nachge-
wiesener Induktion der Expression des niedrig-affinen IgE-Rezeptors CD23 auf Keratino-
zyten bei der AU vermuten die Autoren einen IgE-vermittelten Prozess (Becherel et al.,
1997). In den meisten Fällen ist die Urtikaria jedoch nicht IgE-mediiert, so daß die Beteili-
gung auch anderer Stimuli zu vermuten ist (Henz et al., 1998).
Bemerkenswert ist die signifikante Hochregulation von IL-3 und TNF-α in der nicht-
läsionalen Haut von Urtikariapatienten. Abnorme Reaktivität und erhöhter Histamingehalt des
Gewebes wurden gleichfalls in nicht-läsionaler Haut bei Urtikaria festgestellt, ebenso wie
Hochregulation der Expression von endothelialen Adhäsionsmolekülen, β2-Integrinen, Mole-
külen der MHC-Klasse II und des eosinophilen MBP (letzteres nur bei der DU) sowie ein
Anstieg der Mastzellzahlen (Haas et al., 1995b; Haas et al., 1996; Haas et al., 1995c; Haas et
al., 1998a; Haas et al., 1998b; Kaplan et al., 1978; Zuberbier et al., 1997).
Obwohl Mastzellen nur gering zu der IL-3- und TNF-α-Expression bei der Urtikaria beizutra-
gen scheinen, legt die positive Korrelation zwischen der Anzahl Tryptase-positiver Mastzellen
und der Zytokin-positiver perivaskulärer und interstitieller dermaler Zellen nahe, daß beide
Parameter in ähnlicher Weise mit der urtikariellen Entzündung zusammenhängen.
Die hinsichtlich der Expression von IL-3 und TNF-α erhobenen Befunde sprechen unter Be-
rücksichtigung bereits bekannter Daten für folgende pathophysiologische Ereignisse bei der
Urtikaria: Mastzellen schütten sowohl präformierte als auch neu generierte vasoaktive Me-
diatoren aus, die zu Vasodilatation, Verlangsamung des kapillären Blutflusses und Rollen der
Leukozyten entlang des Endothels führen. Hochregulation und Aktivierung der endothelialen
Adhäsionsmoleküle und ihrer Liganden auf Leukozyten führen zum Anhaften der Leukozyten
an die Gefäßwände und zu ihrer Einwanderung in die Gewebe, wo sie die lokale Quaddelre-
aktion durch eigene vasoaktive und chemotaktische Zytokine amplifizieren. Die Hochregula-
tion von Zytokinen und Adhäsionsmolekülen auch in Gefäßen nicht-läsionaler Haut spricht
für eine ständige unterschwellige Aktivierung der Endothelzellen des gesamten Integuments
durch zirkulierende Faktoren, beispielsweise Zytokine wie TNF-α, Allergene, oder auch lös-
liche Adhäsionsmoleküle wie P-Selektin (Kano et al., 1998; Zuberbier et al., 1997). Die da-
durch erhöhte Reaktionsbereitschaft der dermalen Gefäße kann schon bei geringen oder un-
spezifischen Reizen zu Mastzellstimulation und damit über die beschriebenen Mechanismen
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zur Quaddelbildung führen und den chronisch-rezidivierenden Charakter der Urtikaria erklä-
ren. Weitere Untersuchungen hinsichtlich der Art solcher zirkulierender Faktoren könnten zu
Fortschritten auf dem Weg zu einer effizienten Urtikariatherapie führen.
4.5.3. IL-8
In der Epidermis sowohl normaler Haut als auch aller Biopsien der Urtikariapatienten wurde
IL-8 suprabasal kräftig exprimiert mit geringer Abnahme der Reaktivität bei der AU (Tab. 18,
S. 87). Im Bereich der perivaskulären Zellen in der oberen Dermis zeigte sich in normaler
Haut eine deutliche IL-8-Immunreaktivität mit signifikanter Abnahme in läsionaler Haut aller
Urtikariaformen (Abb. 22, S. 83). Hinsichtlich der interstitiellen Bindegewebszellen in der
Dermis ergaben sich keine signifikanten Änderungen der IL-8-Expression im Vergleich der
untersuchten Gewebe.
Die endotheliale IL-8-Expression des oberen Gefäßplexus war insgesamt gering ohne signifi-
kante Unterschiede der Expression in läsionaler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapati-
enten (Abb. 23, S. 84), in sequentiellen Biopsien einer Kälteurtikaria sowie in Pricktest-
Reaktionen auf Hausstaubmilbe im Vergleich zur Expression in normaler Haut (nicht ge-
zeigt).
Im Wilcoxon-Rank-Test war die Korrelation zwischen IL-8-positiven perivaskulären und in-
terstitiellen dermalen Zellen und Mastzellzahlen signifikant negativ bei der AU (p = 0,017),
bei der CRU (p = 0,009) und bei der DU (p < 0,025). In Serienschnitten konnten wir praktisch
keine Tryptase-positiven und zugleich IL-8-positiven Zellen in normaler Haut und in den Ur-
tikariabiopsien feststellen (Tab. 17, S. 86).
Im Vergleich zu der Hochregulation von IL-3 und TNF-α in den Urtikariabiopsien ist der
fehlende Anstieg der IL-8-Expression verwunderlich, insbesondere da IL-8 von stimulierten
humanen Mastzellen in vitro reichlich sezerniert wird (Möller et al., 1998; Möller et al.,
1993). Die epitheliale IL-8-Positivität entspricht den von anderen Autoren erhobenen Befun-
den in normaler Haut und bei inflammatorischen Hautkrankheiten, die unabhängig von der
Herkunft des verwendeten monoklonalen Antikörpers waren (Macleod et al., 1997; Sticher-
ling et al., 1991). Der monoklonale Antikörper gegen IL-8, der in unserer Studie benutzt wur-
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de, soll eine nicht-funktionale, intrazellulär gespeicherte Form des IL-8-Moleküls nachwei-
sen, das in seiner aktiven Form extrazellulär sezerniert wird (Schroder, 1995). Dadurch ließe
sich die unsererseits beobachtete verminderte IL-8-Expression epidermaler und perivaskulärer
Zellen bei der Urtikaria und die zuvor beschriebene geringere IL-8-Expression bei inflamma-
torischen Dermatosen erklären (Sticherling et al., 1991). Weitere Untersuchungen mit Anti-
körpern, die das aktivierte IL-8-Molekül erkennen, wären zur Klärung der Rolle von IL-8 bei
der Urtikaria ergänzend sinnvoll.
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5. Zusammenfassende Betrachtung
Mastzellen sind seit langem als Effektorzellen von allergischen und Abwehrreaktionen sowie
der Urtikaria identifiziert. Daneben gibt es zunehmende Hinweise für eine Beteiligung von
Mastzellen an Wundheilung, Narbenbildung und anderen fibrosierenden Prozessen, einerseits
wegen ihrer vielfältigen Interaktionen mit Fibroblasten, Entzündungszellen und extrazellulä-
rer Matrix, andererseits aufgrund ihrer Fähigkeit, ein breites Spektrum an Mediatoren und
Wachstumsfaktoren mit Einfluß auf das Bindegewebsgefüge zu sezernieren.
Ein Anstieg der Mastzellzahl wurde sowohl bei der Urtikaria, als auch bei fibrosierenden Pro-
zessen in der Haut und in anderen Organen festgestellt. Die vorliegende Arbeit stellt den er-
sten Versuch dar, Mechanismen zu analysieren, die bei der Mastzellvermehrung in Rahmen
von humanen Wundheilungsprozessen sowie bei der Urtikaria eine Rolle spielen könnten.
Erst seit wenigen Jahren wurden verschiedene Zytokine als Proliferations- und Differenzie-
rungsfaktoren für Mastzellen identifiziert. SCF gilt als wichtiger proliferations- und entwick-
lungsfördernder Faktor für Mastzellen und ist wesentliches Ingrediens in Mastzellkulturen.
Ebenso fördert NGF sowohl die Nagetier-, als auch die humane Mastzelldifferenzierung. Im
Gegensatz dazu hemmt GM-CSF die Mastzelldifferenzierung. Seit kurzem ist bekannt, daß
die Wachstumsfaktoren SCF und TGF-β eine ausgeprägte chemotaktische Wirkung auf
Mastzellen ausüben. Wegen dieser Effekte auf die Mastzelle haben wir die genannten
Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren immunhistochemisch und zum Teil mittels RT-PCR
in Narbengewebe, läsionaler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten sowie in nor-
maler Haut untersucht.
In Narben waren bei im Vergleich zu normaler Haut erhöhten Mastzellzahlen erwartungsge-
mäß auch die c-Kit-exprimierenden Zellen in der Dermis vermehrt. Hingegen ergab sich trotz
erhöhter Mastzellzahlen in Urtikariagewebe keine Zunahme der c-Kit-positiven dermalen
Zellen, so daß bei der Urtikaria die c-Kit-Expression auf Mastzellen herabreguliert zu sein
scheint, anders als im Narbengewebe.
Da SCF sowohl ein proliferations- und differenzierungsfördernder Mastzellwachstumsfaktor,
als auch ein Chemoattraktor für diese Zellen ist, korrespondiert die Zunahme SCF-positiver
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Zellen sowie der SCF-mRNA in Narbengewebe gegenüber normaler Haut mit der in Narben
gefundenen Vermehrung von Mastzellen. In Narben kommen verschiedene, durch proin-
flammatorische Stimuli aktivierte Zellen als Quellen für die SCF-Sekretion infrage. Ein ähnli-
cher Anstieg SCF-positiver Zellen wäre analog auch in der Urtikariahaut zu vermuten gewe-
sen. Überraschenderweise zeigte sich jedoch die epidermale und dermale Expression von SCF
in läsionaler und nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten immunhistochemisch sogar
vermindert im Vergleich zu normaler Haut.
Beide NGF-R (TrkA und p75) waren in Narbengewebe im Vergleich zu normaler Haut ver-
mehrt vorhanden, sowohl immunhistochemisch als auch in der RT-PCR. Bei der Urtikaria
war die immunhistochemisch untersuchte TrkA-NGF-R-Expression in den untersuchten Ge-
weben gleich, die endotheliale und perivaskuläre p75-NGF-R-Expression jedoch in läsionaler
im Vergleich zu nicht-läsionaler Haut von Urtikariapatienten und zu normaler Haut vermin-
dert. Ein bei Urtikariapatienten laut Literatur erhöht gefundener NGF-Serumspiegel könnte zu
einer Herabregulation des p75-Rezeptors führen.
NGF wurde immunhistochemisch und mittels semiquantitativer RT-PCR in Narbengewebe
und normaler Haut untersucht. Unterschiede zwischen beiden Geweben hinsichtlich der NGF-
Expression und der NGF-mRNA konnten bei insgesamt nur geringer Expression nicht kon-
statiert werden, was in Anbetracht seiner wundheilungsfördernden Eigenschaft verwunderlich
ist. Hierfür mögen technische Gründe verantwortlich sein oder rascher Abbau des sezernierten
NGF. Andererseits könnten auch geringere Mengen von NGF über seine vermehrt exprimier-
ten Rezeptoren wirksam werden.
GM-CSF als Inhibitor der Mastzelldifferenzierung war sowohl in Narbengewebe, als auch in
den Urtikariabiopsien und in normaler Haut immunhistochemisch nur gering exprimiert trotz
vermehrter Freisetzung nach Traumatisierung und zahlreicher Auswirkungen auf Migration
und Mediatorsekretion inflammatorischer Zellen. Möglicherweise spielt hier ebenso wie bei
der Darstellung des NGF die Kinetik mit raschem Abbau des freigesetzten GM-CSF eine
Rolle. Auch der GM-CSF-R war in allen Biopsien vergleichsweise spärlich exprimiert mit
Ausnahme der Dermis frischer Narben, wahrscheinlich aufgrund des ausgeprägteren Entzün-
dungsinfiltrates.
Wie SCF und sein Rezeptor waren TGF-β und seine Typ I und II-Rezeptoren sowie ihre je-
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weilige mRNA in Narbengewebe signifikant hochreguliert. Mittels FACS-Analyse konnten
wir auf humanen dermalen Mastzellen die Expression beider TGF-β-Rezeptoren zeigen, so
daß TGF-β über seine Rezeptoren auf Mastzellen und aufgrund seiner potenten chemotakti-
schen Wirkung auf Mastzellen zu ihrer Rekrutierung und Proliferation bei fibrosierenden Pro-
zessen beitragen könnte.
Bei der Urtikaria haben wir außerdem proentzündliche und chemotaktische Zytokine (IL-3,
TNF-α) untersucht in Hinblick auf eine mögliche Funktion bei der Pathogenese der Urtikaria.
Beide Zytokine zeigten sich auf dermalen Endothelzellen, z. T. auch auf perivaskulären Zel-
len, jedoch nicht auf Mastzellen, signifikant hochreguliert, und zwar sowohl in läsionaler, als
auch in nicht-läsionaler Urtikariahaut im Vergleich zu normaler Haut. Diese Befunde spre-
chen für eine Schlüsselfunktion nicht nur der Mastzelle, sondern auch der Endothelzelle bei
der Urtikaria, die durch zirkulierende Faktoren unterschwellig aktiviert zu sein scheint, so daß
sie bereits auf geringe Reize reagiert.
Die aufgeführten Befunde legen unterschiedliche Regulationsmuster der Mastzellproliferation
und -differenzierung bei verschiedenen entzündlichen Krankheitsbildern nahe. Hierbei spielt
möglicherweise die Kinetik der Mediatorfreisetzung eine Rolle, die bei der Urtikaria rasch
erfolgt, bei der Wundheilung und Narbenbildung eher protrahiert. Histamin und präformierte
Mediatoren werden innerhalb von Minuten sezerniert, neu gebildete Mediatoren zum Teil erst
nach Stunden. Auch der Abbau der sezernierten Moleküle kann differentiell reguliert sein. So
wäre beispielsweise als Erklärung der in den Urtikariabiopsien verminderten SCF-Expression
eine rasche Spaltung des SCF durch bei der Mastzelldegranulation freigesetzte Proteasen wie
Chymase denkbar. Weiterhin beeinflussen Rückkopplungsmechanismen die Mastzellfunktio-
nen wie Mediatorsekretion und Rezeptorexpression. Unsere Ergebnisse legen nahe, daß bei
Trauma Feedbackmechanismen über Wachstumfaktoren wie SCF, TGF-β und NGF und ihre
Rezeptoren ablaufen, bei der Urtikaria vorzugsweise via Interaktion von Mast- und Endothel-
zellen.
Mastzellheterogenität beim Menschen manifestiert sich einerseits durch unterschiedlichen
Gehalt an Proteasen, wie in unseren Untersuchungen durch die Analyse der Mastzellsubpo-
pulationen in Narbengewebe bestätigt werden konnte. Andererseits konnten wir in entzündli-
chen Hautkrankheiten unterschiedlicher Prägung zusätzlich eine Heterogenität des Zytokinre-
zeptorprofils von Mastzellen in Verbindung mit unterschiedlicher Zytokinexpression im um-
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gebenden Mikromilieu zeigen.
Die vorliegende Arbeit trägt zur Charakterisierung der humanen Mastzelle bei, die erst in den
letzten 10 Jahren nach dem Nachweis ihrer Abstammung aus dem Knochenmark und nach der
Etablierung von Zellkulturen weiteren Untersuchungen zugänglich wurde. Sie ergänzt bishe-
rige in vitro gewonnene Daten durch Aufzeigen der differentiellen Regulation der Mastzelle
bei entzündlichen Hautkrankheiten in vivo. Die Ergebnisse unterstreichen die Vielseitigkeit
der Mastzelle, die durch ihren Reichtum an Mediatoren und Rezeptoren eine hervorragende
Rolle im Netzwerk proinflammatorischer Zellen einnimmt. Daher erscheint es nicht nur für
die Forschung zur Pathogenese von Hautkrankheiten, sondern auch für einen möglichen the-
rapeutischen Nutzen angezeigt, das Verständnis der Funktionen der Mastzelle in weiterfüh-
renden Studien zu vertiefen.
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